- 
- 
- 
. - “ 
N 
: t 
. “5 . 
1 s.— 
kas 

Ta “1 

NAN & 3 

N X-. PE - - 
N 2 ». "4 
OTK - jr" , 

. 
0 / 

Te 2 

“3 
z . 
3 F - P3 
1 “. 1 
WA 
PA 
. 


.Rodwell 5 


. Granner 


Robert K. Murray 


Dary! K 
Victor W 


Versi Pdf Lengkapnya di ipusnas.com 


BIOKIMIA 


HARPER 


Buku asli berstiker hologram 3 dimensi 


' 


“fSu' TV /VVmwUch -H # 0Prtn 


an H: 


«AW! 
2“ WL. 


Kutipan Pasal 72: 

Sanksi Pelanggaran Undang-Undang Hak Cipta 

(Undang-Undang No. 19 Tahun 2002) 

1. Barangsiapa dengan sengaja dan tanpa hak mclakukan perbuatan sebagaimana dimaksud dalam Pasal ayat (1) dipidana 
dengan pidana penjara masing-masing paling singkat 1 (satu) bulan dan/atau denda pa mg sedikit Rp. 1.000.000.00 (satu juta 


rupiah), atau pidana penjara paling lama 7 (tujuh) tahun dan atau c cnc apaling banyak Rp.5.000.000.000,00 (lima miliar 


rupiah). 

Barangsiapa dengan sengaja menyiarkan, memamerkan, mengedarkan, atau menjual kepada unnim suatu ciptaan atau barang 
hasil pelanggaran Hak Cipta atau Hak Terkait sebagaimana dimaksud pada dipidana dengan pidana penjara paling lama 5 
(lima) tahun dan/atau denda paling banyak Rp.500.000.( ) (lima ratus juta rupiah). 
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penerbitan buku tersebut scrta distribusinya, sedangkan penerbit 23 IA haangamnya Gan berhak mendapatkan royalti atas penjualan bukunya dari 
Percetakan adalah perusahaan iz memiliL-: Pan i : : 5 Bala -.-i 8 
Kah apa pun LB buku Yang dicetaknvi Haa menjualjasa Pencetakan. Percetakan tidak memihk, 


dicetaknya€ kecuali upah. Percetakan tidak bertanggung jawab atas ISI buku yang 


Pengarang adalah pencipta buku yang menvpmi u 
miliki hak penuh atas karangannya - ' “a ragkahnya untuk diterbitkan di sebuah penerbit. Pengarang mc- 
yang ditunjuknya sesuai batas bata “Un menyerawlkan siak henerbitan dan distribusi bukunya kepada penerbit atas karyanya dari penerbit sesuai" “as dientukan dala, 
perjanjian. Pengarang berhak mendapatkan royalti 
Sa ketentuan di dalam perjanjian Pengarang-Penerbit. 
Pembajak adalah pihak yang mengambil k 
Pembajak tidak mempunyai hak m ?""w ngan dar kepakaran pengarang dan kebutuhan bclajar masyarakat. 
buku yang digandakannya karena tidT rr "emiiki hak menggandakan, mendistribusikan, dan menjual tidak peduli atasjerih payah pengar rd "2! “Pyright 
ataupun perjanjian pengarang-pcnerbit. Pembajak siapkan naskah mulai dari pemilihan i pembajak daPat bin murah karena ereka tidak perlu memper- terikat 


perjanjian dengan pihak manapAn ““nzsamPai persiapan pracetak, tidak membayar royalti, dan tidak 
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Prakata 


.. Iv,m.ra mcmperscnibahkan edisi kc-27 Harper's Illustrated Biochemistry. Buku yang pcrcama 
ara pcnu is an pener itchemistry pada tahun 1939 dan dircvisi pada tahun 1944 ini, cepat mempcrolch 
scbaga. n Harold A Harper dari University ot California di San Frans,sco, 
sambutan luas. Pada tahun 1951.cdxiK“ N smpai edisi ke-9 dan ikut menjadi penulis pada delapan edisi 
sebagai penulisnya. Dr. Harper tetap m I-? .» $ penulis pada caisi ke-10, Daryl Granner pada edisi ke-20, dan bcrikutnya. Peter Mayes 


KCrOr 


dan meheucapkan selamat berpisah dan terima kasih kepada kolega lama kami Peter Mayes Rob Murray pada edisi ke-21. ini, 

sebelumnya. Peter, setelah diminta oleh Harold Harper untuk mengulas sebagian 

yang pensiun menjadi penulis setelah e AN memiliki kemampuan unik untuk merancang 

edisi ke-9, bergabung sebagai penu is J- satu jalur Metabolik: enzim, zat antara, dan mekanisme yang memandu dan diagram yang 

memadukan semua aspetulisannya yang ringkas dan informatif, dan hubungan koleganya dengan 

mengatur arus metabolik. Keterampi abuku ini. Para penulis dan pembaca akan sangat merindukannya. 

para penulis lain berperan besar a amy.ng semakin meningkat mendorong bergabungnya beberapa co-author 

Kompleksitas pengetahuan tcntangPeter Mayes melanjutkan hubungan trans-Atlantik yang telah lama terjalin 

dalam beberapa edisi terakhir. /“MA9fj1, j,kan kepada rekannya, David Bender dan Kathleen Botham. P. Anthony Weil, dalam rangka 

penulisan buku ini, kini “ sebelumnya, terus memberikan sumbangsih yang sangat bernilai. Co-author seorang co-author bersama Daryl 

Granner “ “jali Pred Keeley dan Margaret Rand dengan Rob Murray serta Peter Kennelly lain untuk edisi ini dan edisi-edisi se e urn 
bersyukur atas kedatangan para kolega baru ini yang membawa keahlian 

dengan Victor Rodwell. Para penulis senior dan 


perspektif segar mereka bagi buku ini. 


PERUBAHAN DI EDISI KE-27 


kepada mahasiswa kedokteran dan ilmu kesehatan sebuah buku yang menjelaskan Tujuan 
utama tetap untuk menyaji an “ringkas dan padat, mudah dipahami, serta menarik. Kemajuan-kemajuan 
dan menggambarkan dasar-dasar bio mi kedokteran terus ditekankan. Fitur-fitur penting baru yang terdapat dalam 
bermakna dalam biokimia yang penting bagi' tor 
edisi ke-27 ini mencakup:, banyak gambar dan referensi baru. 
Revisi semua bab, dengan memasu “encjalam 
Penjelasan asal mula istilah pH “CX informaika dan biologi komputasional yang menekankan dampak bidang-bidang 
Bab yang sama sekali baru mengena!. sehingga akan memberi 
pemahaman mengenai bidang yang saat 
ini pada praktik kedokteran masa 1 
ini sedang berkembang pesat" Jidasarkan pada kemajuan dalam bidang genomika dan proteomika. 
Metode-metode baru penemuan 0” memberikan kerangka kesatuan untuk memahami proses keterkaitan antara 
Pengenalan konsep siklus hidup P ,.gulasi, dan penguraian protein. 


pematangan, modifikasi pasca-trans .daiam mengidentifikasi protein dan molekul kecil vane mempermudah 

Peran spektrometri massa (mass specw 
diagnosis penyakit metabolik. jiin proteasom pada penguraian protein. 

Penjelasan siklus sel dan jalur ui " fosforilasi oksidatif secara luas. 
Revisi bab mengenai rantai LN sin dengan penyakit metabolik siklus urea, serta pengenalan biosintesis dan 
Revisi dan pembaharuan teks 3 ke-21. 13 

peran metabolik selenosistem,pembahasan mengenai lipid rafts, kanal ion dan kanal bergerbang-tegangan 
Bahan-bahan barudimasukkan dantautcekh 


(voltage-gated channel5),incrasel dan penyortiran protein, informasi mengenai unfolded protein response dan 


Dalam kaitannya dengan lalu- . » atelah ditambahkan. 


penguraian terkait-Retikulum " 
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X / PRAKATA 


. Terdapat pembahasan tentang keterlibatan glikoprotein dalam banyak penyakit, termasuk tukak pepti c isiro otot 
kongenital tertentu, dan fibrosis kistik. 

. Uraian tentang protein baru yang berperan dalam metabolisme besi dan hemokromatosis. 

. Informasi mengenai hemostasis, trombosis, dan kerja trombosit telah diperbarui. 


SUSUNAN BUKU 


"Air & pH”), buku dibagi menjadi enam bagian utama. 
1 organisme. Sifat enzim sebelum 
incinbediiis lopik lain karena hampii acmua icaivaitut jSci-uiKauu:sd we nleh enzim Baoiam hiusg bekig yah: h.pab sedot ii 
bioinformatika dan biologi komputasional, yang mencerminkan semakin pentingnya vci ua 
dan ilmu kedokteran modern. bebaskan energi, dan menclusuri jalur-jalur 
Bagian II menjelaskan bagaimana beragam reaksi sel menggunakan atau mcm c A kedua kelas molekul ini. 
pembentukan serta penguraian karbohidrat dan lipid. Di sini juga dijelaskan ""& TM ,7kuNCi mengenai Katabolisme protein, Bagian III membahas 
tentang asam amino, berbagai nasib metaboliknya, ia 
serta biokimia porfirin dan piemen empedu. 
Bagian IV menjelaskan struktur dan fiingsi nukleotida serta asam 


SN ceng onlikasi clan 
dan tcknologik genomik. 


perbaikan DNA, sintesis dan modifikasi RNA, sintesis protein, prinsip-pnnsip 
serta pemahaman baru tentang cara pengaturan ekspresi gen. Tocik-topiknya mencakup struktur dan fungsi 
Bagian V mengulas tentang aspek-aspek komunikasi ekstrasel dan intrasel. lopi-iN 2. 


membran, dasar molekular kerja hormon, dan bidang kunci pada transduksi sinya .“ 4pan: vitamin dan mineral: lain 
Bagian VI mendiskusikan tentang sepuluh topik khusus: nutrisi, pencernaan, an p“ plasmadan tmunoglobulin, 
lintas dan penyortiran protein intrasel, glikoprotein, matriks ekstrasel, otot dan sitos e e 


hemostasis dan trombosis, sel darah merah dan putih, serta 
metabolisme xeno ioti . £ 5 banyak 
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Biokimia & Ilmu Kedokteran 


Robert K. Murray, MD, PhD 


PENDAHULUAN 


Biokimia dapat didefinisikan sebagai ilmu pengetahuan touting 
dasar kimiawi kehidupan (Yn bios “kehidupan”). Sel adalah unit 
struktural makhluk hidup. Olch karena itu, biokimia juga dapat 
diartikan sebagai ilmu pengetahuan tentang konstituen kimiawi sel 
hidup serta reaksi dan proses yang dialami konst ituen-konst ituen 
tersebut. Berdasarkan definisi ini, biokimia mencakup bidang 
biologi sel. biologi molekular, dan genetika molekular. 


Tujuan Biokimia adalah Menjelaskan dan 
Menerangkan Semua Proses Kimiawi Sel Hidup 
dalam Istilah Molekular 


Tujuan mama biokimia adalah pemahaman menyeluruh atas 
semua proses kimiawi yang berkaitan dengan sel hidup pada 
tingkat molekular. Untuk mencapai tujuan ini, para ah Ii biokimia 
berupaya mengisolasi berbagai molekul yang terdapat di dalam 
sel, menentukan srrukturnya, dan menganalisis fungsi molckul- 
molekul tersebut. Banyak teknik telah digunakan untuk tujuan ini, 
beberapa diantaranya di ringkas pada Tabel 1 -1. 


Pengetahuan Tentang Biokimia Penting bagi 
Semua Ilmu Pengetahuan Tentang Kehidupan 


Biokimia asam nukleat terletak di jantung genetika, scbaliknya, 
penggunaan pendekatan genetik sangatlah penting untuk 
menguraikan berbagai aspek dalam biokimia. Fisiologi (ilmu faal), 
yaitu suatu ilmu tentang fungsi tubuh, hampir seluruhnya 
bertumpang tindih dengan biokimia. Imunologi menggunakan 
berbagai teknik biokimia, dan berbagai pendekatan imunologik 
telah digunakan secara luas oleh para ahli biokimia. Farmakologi 
dan farmasi bergantung pada pengetahuan yang kokoh tentang 
biokimia dan fisiologi, secara khusus, sebagian besar obat 
dimetabolisme oleh reaksi yang dikatalisis oleh enzim. Racun 
bekerja pada reaksi atau proses biokimia, ini adalah pokok 
bahasan dalam toksikologi. Pendekatan biokimiawi 


kini semakin sering digunakan untuk mempelajari aspek- aspek 
dasar patologi (ilmu tentang penyakit), misalnya peradangan, 
cedera sel, dan kanker. Sebagian besar peneliti di bidang 
mikrobiologi, zoologi, dan botani menggunakan pendekatan 
biokimiawi hampir secara eksklusif. Hubungan ini tidaklah 
mengejutkan karena seperti yang kita ketahui, kehidupan 
bergantung pada reaksi dan proses biokimia. Bahkan, tembok 
penghalang lama di antara berbagai ilmu pengetahuan kehidupan 
(life sciences) kini telah runtuh, dan biokimia semakin sering 
digunakan sebagai “bahasa” pemersatu. 


Hubungan Timbal Balik Antara Biokimia & Ilmu 
Kedokteran Telah Merangsang Kemajuan yang 
Saling Menguntungkan 


Dua hal utama yang sangat diperhatikan oleh para peneliti dalam 
ilmu kesehatan—dan terutama dokter—adalah pemahaman dan 
pemeliharaannya kesehatan serta pemahaman dan terapi efektif 
untuk penyalcit. Biokimia berdampak besar pada kedua hal yang 
menjadi perhatian utama dunia kedokteran ini. Bahkan, hubungan 
timbal- balik biokimia dan ilmu kedokteran adalah suatu jalur lebar 
dalam dua-arah. Studi biokimia telah memperjelas banyak aspek 
kesehatan dan penyakit, dan scbaliknya, penelitian tentang berbagai 
aspek dalam kesehatan dan penyakit telah membuka bidang baru 
dalam biokimia. Contoh jalur dua-arah ini diperlihatkan di Gambar 
1-1. Contohnya, pengetahuan tentang struktur dan fungsi protein 
diperlukan untuk menguraikan satu perbedaan biokimiawi antara 
hemoglobin normal dan hemoglobin sel sabit. Di pihak lain, analisis 
terhadap hemoglobin sel sabit berperan besar dalam pemahaman 
kita tentang struktur dan fungsi hemoglobin normal dan protein lain. 
Contoh analog tentang manfaat timbal-balik antara biokimia dan 
ilmu kedokteran dapat dikutip untuk pasangan-pasangan yang 
diperlihatkan di Gambar 1-1. Contoh lain adalah karya terobosan 
Archibald Garrod, seorang dokter di Inggris pada awal tahun 1900- 
an. Ia meneliti pasien dengan sejumlah penyakit yang lelacif jarang 
(alkaptonuria, albinisme, sistinuria, dan pentosuria, “ penyakit- 
penyakit ini dijelaskan di bab-bab 
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Tabel 1-1. Metode dan preparat utama yang 
digunakan dalam laboratorium biokimia 


Metode untuk Memisahkan dan Memurnikan 
Biomolekul! 

Fraksionasi garam (mis. pengendapan protein dengan 

amonium sulfat) 

Kromatografi: Kertas, pertukaran ion: afinitas, lapis-tipis: 

gas-cair, cairan berfekanan tinggi: filtrasi gel Elektroforesis: 
Kertas, voltase-tinggi: agarosa, selulosa asetat: gel kanji: gel 
poliakrilamid: gel poliakrilamid-SDS Ultrasentrifugasi Metode 
untuk Menentukan Struktur Biomolekul Analisis elemen 

Spektroskopi UV, sinar tampak, inframerah, dan NMR 
Pemakaian hidrolisis asam atau basa untuk menguraikan 
biomolekul yang sedang diteliti menjadi konstituen- konstituen 
dasarnya Pemakaian serangkaian enzim dengan spesifisitas 
tertentu untuk menguraikan biomolekul yang sedang diteliti (mis. 
protease, nuklease, glikosidase) 

Spektrometri massa 

Metode penentuan sekuens spesifik (mis. untuk protein dan 

asam nukleat) 

Kristalografi sinar-X Preparat untuk Meneliti Proses 
Biokimia 

Hewan utuh (termasuk hewan transgenik dan hewan dengan 

gen yang diknock-out) 

Organ yang diperfusi tersendiri Potongan jaringan Sel utuh 
Homogenat Organel sel tersendiri Subfraksionasi organel 
Metabolit dan enzim yang telah dimurnikan Gen tersendiri 
(termasuk reaksi berantai polimerase dan site-directed 
mutagenesis) 


'Sebagian besar metode ini cocok untuk menganalisis komponen-komponen 
yang ada di homogenat sel dan preparat biokimia lainnya. Pemakaian beberapa 
teknik secara berurutan biasanya dapat memurnikan sebagian besar 
biomolekul. Pembaca dipersilakan melihat ke buku-buku teks mengenai 
metode riset biokimia untuk rinciannya. 

selanjutnya) dan memastikan bahwa penyakit-penyakit ini 
ditentukan secara genetik. Garrod menyebut penyakit- penyakit ini 
sebagai inborn errors of metabolism (kelainan metabolisme 
bawaan). Pemahamannya menjadi dasar bagi berkembangnya 
bidang genetika biokimia manusia. Upaya- upaya terkini untuk 
memahami dasar penyakit genetik yang dikenal sebagai 
hiperkolesterolemia familial yang menyebabkan aterosklerosis 
berat pada usia dini, mendorong terjadinya kemajuan pesat dalam 
pemahaman tentang reseptor sel dan mekanisme penyerapan 
kolesterol oleh sel. Berbagai penelitian tentang onkogen pada sel 
kanker telah mengarahkan perhatian pada mekanisme molekular 
yang berperan dalam pengendalian pertumbuhan sel normal. 
Contoh ini dan banyak contoh lain menekankan bagaimana 
penelitian tentang penyakit dapat merhbuka area baru fungsi sel 
bagi riset biokimia dasar. 


Hubungan antara ilmu kedokteran dan biokimia memiliki dampak 
penting bagi ilmu kedokteran. Sclama terapi medis memiliki dasar 
biokimia dan ilmu dasar lainnya yang kuat, praktik kedokteran akan 
memiliki dasar rasional yang dapat diadaptasikan untuk 
mengakomodasi pengetahuan baru. Hal ini berbeda dari praktik 
kesehatan nonortodoks dan paling tidak sebagian praktik kedokteran 
alternatif” yang sering didasarkan pada hal-hal yang tidak lebih dari 
mitos dan kepercayaan serta umtmmya tidak memiliki dasar intelektual 
apapun. 


PROSES BIOKIMIA NORMAL 
ADALAH DASAR KESEHATAN 


World Health Organization (WHO) mendefinisikan kesehatan sebagai 
"keadaan sejahtera lisik, mental, dan sosial yangsempurnadan bukan 
sekadar tidak adanya penyakit dan kecacatan”. Dari sudut pandang 
biokimia semata, kesehatan dapat dianggap sebagai situasi ketika 
semua reaksi intra- dan ekstrasel yang terjadi di dalam tubuh 
berlangsung dengan kecepatan yang seimbang dengan kelangsungan 
hidup maksimal organisme dalam keadaan fisiologis. Namnn, ini 
adalah pandangan yang sangat sempit, dan seyogianya menjadi jelas 
bahwa merawat kesehatan pasien memerlukan tidak saja pengetahuan 
yang luas tentang prinsip-prinsip biologis, tetapi juga prinsip-prinsip 
psikolog is dan sosial. 


Riset Biokimia Berdampak pada Nutrisi & Ilmu 
Kedokteran Pencegahan 


Sal ah satu prasyarat penting untuk memelihara kesehatan adalah 
terdapatnya asupan optimal sejumlah bahan kimia melalui makanan, 
yang utama dari bahan-bahan tersebut adalah vitamin, asam amino 
tertentu, asam lemak tertentu, berbagai mineral, dan air. Karena banyak 
dari pokok bahasan dalam biokimia dan nutrisi berkaitan dengan studi 
tentang berbagai aspek bahan-bahan kimia ini, kedua cabang ilmu 
pengetahuan ini berkaitan erat. Selain itu, saat ini banyak ditekankan 
tentang pendekatan sistematis untuk mempertahankan kesehatan dan 
mencegah penyakit, yi, pada ilmu kedokteran pencegahan. Oleh karena 
itu, kini banyak ditekankan pendekatan nutrisional dalam pencegahan 
berbagai penyakit, contohnya pencegahan aterosklerosis dan kanker. 
Untuk memahami nutrisi diperlukan pengetahuan yang luas tentang 
biokimia'. 


Sebagian Besar & Mungkin Semua 
Penyakit Memiliki Dasar Biokimia 


Kita percaya bahwa sebagian besar (jika tidak semua) penyakit adalah 
manifestasi dari kelainan molekul, reaksi kimia, atau proses biokimiawi. 
Faktor-faktor utama yang 
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ILMU KEDOKTERAN 


Gambar 1-1. Contoh j.ilur dua-arah yang menghubungkan biokimia dan ilmu kedokteran. Pengetahu.in tentang 


molekul-molekul hiokimia yang diperlihatkan di bagian atas diagram lelah memperjelas pemahaman kita tentang 


penyakit yang diperlihatkan di separuh bagian bawah diagram—dan sebaliknya, analisis lerhadap penyakit- 


penyakit y.ing diperlihatkan di bagian bawah memberikan kejelasan pada banyak bidang dalam biokimia. 


Perhatikan bahwa anemia sel sabit adalah suatu penyakit genetik dan bahwa baik aterosklerosis maupun diabetes 


melitus memiliki komponen genetik. 


berperan menyebabkan penyakit pada hewan dan manusia 
dicantumkan di label 1-2. Semua faktor tersebut mengenai satu 
atau lebih reaksi kimia atau molekul penting di dalam tubuh. Di 
dalam buku ini akan dijumpai banyak contoh dasar biokimiawi 
penyakit. Pada sebagian besar penyakit tersebut, studi tentang 
biokimia ikut berperan dalam diagnosis dan pengobatan. Sebagian 
penggunaan basil penelitian biokimia dan pemeriksaan 
laboratorium dalam kaitannya dengan penyakit diringkaskan di 
label 1-3. 
Contoh lain dari beragam penggunaan tersebut akan 


ditemukan di berbagai bagian buku ini. 


Dampak Human Genome Project (HGP) pada 
Biokimia dan Ilmu Kedokteran 


Pada akhir tahun 1990-an tercapai banyak kemajuan besar dalam 
penentuan sekuens genom manusia. Kemajuan ini 


Tabel 1-2. Kausa utama penyakit. Semua kausa yang 
tercantum bekerja dengan memengaruhi berbagai 
mekanisme biokimia di sel atau di tubuh. 


Agen fisik: Trauma mekanis, suhu ekstrem, perubahan 
mendadak tekanan atmosfer, radiasi, syok listrik. Agen 
kimia, termasuk obat: Senyawa toksik tertentu, "bat, dsb. '! 
Agen biologis: Virus, bakteri, jamur, bentuk-bentuk 
parasityang lebih tinggi. 

Kekurangan oksigen: Kurangnya pasokan darah, 
menurunnya kemampuan darah mengangkut oksigen, 
keracunan pada enzim oksidatif. 

Penyakit genetik: Kongenital, molekular. 

Reaksi imunologik: Anafilaksis, penyakit autoimun. 
Ketidakseimbangan nutrisi: Defisiensi, kelebihan. 
Ketidaksembangan endokrin: Defisiensi, kelebihan 
hormon. 


'Diadaptasi, dengan izin. dari Robbins SL, Cotram RS. Kumar V. The 
PatholoffU Basis of Disease. T" ed. Saunders, 1 “)84. Copyright O 1 984 
Elsevier Inc. Dii elak ulang dengan i/in dari Elsevier. 
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Penggunaan 
Untuk mengungkapkan 
kausa mendasar dan 
mekanisme penyakit 


Untuk menyarankan 
terapi rasional bagi 
penyakit berdasarkan 
pada (1) di atas 


Untuk membantu 
diagnosis penyakit 
spesifik 


Berfungsi sebagai uji 
penyaring untuk 
diagnosis dini penyakit 
tertentu 


Untuk membantu 
memantau kemajuan (yi, 
pemulihan, perburukan, 
remisi, atau kekambuhan) 
penyakit tertentu 


Untuk membantu menilai 
respons penyakit 
terhadap terapi. 


memuncak pada bulan Juli 2000, saat para pemimpin dari dua 
kelompok yang terlibat dalam upaya ini (International 


Tabel 1-3. Beberapa penggunaan penelitian biokimia 
dan uji laboratorium dalam kaitannya dengan 
penyakit 


Contoh 


Pembuktian sifat cacat 
genetik pada fibrosis 
kistik. 

Diet rendah fenilalanin 


untuk mengobati 
fenilketonuria. 


Pemakaian enzim plasma 
kreatin kinase MB (CK- 
MB) dalam diagnosis 
infark miokardium. 


Pemakaian pengukuran 
tiroksin atau thyroid- 
Stimulating hormone 
(TSH) dalam diagnosis 
hipotiroidisme 
kongenital pada 
neonatus. 


Pemakaian enzim plasma 
alanin aminotransferase 
(ALT) dalam memantau 
kemajuan hepatitis 
infeksiosa. 


Pemakaian 
pengukuran antigen 
karsinoembrionik (CEA) 
darah pada pasien 
tertentu yang pernah 
diobati untuk kanker 
kolon. 
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Human Genome Seguencing Consortium dan Cetera Genomics, 
sebuah perusahaan swasta) mengumumkan bahwa lebih dari 9076 
genom telah diketahui sekuensnya. Versi draft dari sekuens 
tersebut telah dipublikasikan pada awal tahun 2001. Dengan 
pengecualian pada beberapa perbedaan, sekuens genom manusia 
keseluruhan diketahui secara lengkap pada tahun 2003, 50 tahun 
setelah penjelasan sifat DNA yang beruntai-ganda oleh Watson 
dan Crick. Dampak kemajuan ini pada biokimia, seluruh cabang 
biologi, dan ilmu kedokteran sangatlah besar, dan hanya 
beberapa hal yang dikemukakan di sini. Banyak gen yang semula 
tidak dikenal kini terungkap, berbagai produk proteinnya perlu 
diketahui karakteristiknya. Banyak hal dalam evolusi manusia 
kini mulai menjadi lebih jelas, dan prosedur-prosedur untuk 
menelusuri gen penyakit telah semakin sempurna. Hasil-hasilnya 
berefek besar pada berbagai bidang seperti proteomika 
(proteomics), bioinfo.rmatika, bioteknologi, dan 
farmakogenomika (pharma- cogenomics). Referensi mengenai 


genom manusia akan ditemukan di berbagai bagian buku ini. 


RINGKASAN 


Biokimia adalah ilmu pengetahuan yang meneliti berbagai 
molekul .yang terdapat di sel hidup dan organisme serta 
reaksi-reaksi biokimianya. Karena kehidupan bergantung 
pada reaksi-reaksi biokimia, biokimia telah menjadi bahasa 
dasar bagi semua ilmu pengetahuan hayati. 

Biokimia berkaitan dengan semua bentuk kehidupan, dari 
virus dan bakteri yang relatif sederhana hingga manusia 
yang kompleks. 

? Biokimia dan ilmu kedokteran berkaitan erat. Kesehatan 
bergantung pada keseimbangan harmonis reaksi-reaksi 
biokimia yang terjadi di dalam tubuh, dan penyakit 
mencerminkan kelainan biomolekul, reaksi biokimia, atau 
proses biokimia. 

? Kemajuan dalam bidang biokimia “telah menerangi berbagai 
bidang ilmu kedokteran. Sebaliknya, penelitian tentang 
penyakit sering mengungkapkan aspek-aspek biokimia yang 
sebelumnya tidak diketahui. Penentuan sekuens genom 
manusia, yang hampir tuntas, akan memberi dampak besar 
pada semua bidang biologi, termasuk biokimia, 
bioinformatika, dan bioteknologi. Pendekatan biokimiawi 
sering menjadi dasar untuk memperjelas kausa penyakit dan 
dalam merancang terapi yang sesuai. 

Pemakaian bijaksana berbagai pemeriksaan laboratorium 
biokimia adalah komponen integral dari diagnosis dan 
pemantauan terapi. 


Pengetahuan yang baik tentang biokimia dan disiplin dasar 
terkait lainnya merupakan hal csensial bagi praktik rasional ilmu 
kedokteran dan ilmu kesehatan terkait lainnya. 

Hasil Human Genome Project akan berpengaruh besar pada 
masa depan ilmu kedokteran dan ilmu kesehatan lainnya. 
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Air & pH 


Peter J. Kennelly, PhD & Victor W. Rodwell, PhD 


PERAN BIOMEDIS 


Air adalah komponen kimia utama pada organisme hidup. Sifat 
fisiknya yang unik yang mencakup kemampuan untuk melarutkan 
berbagai molekul organik dan anorganik, berasal dari struktur 
dipolar air dan kemampuannya yang luar biasa untuk membentuk 
ikatan hidrogen. Cara air berinteraksi dengan suatu biomolekul 
terlarut memengaruhi struktur masing-masing. Air, suatu 
nukleofil yang sangat baik adalah suatu reaktan atau produk 
dalam banyak reaksi metabolik. Air memiliki sedikit 
kecenderungan untuk terdisosiasi (terurai) menjadi ion hidroksicla 
dan proton. Kcasaman suatu larutan air umumnya disebutkan 
dengan menggunakan skala pH logaritmik. Dalam keadaan 
normal, bikarbonat dan penyangga lain mempertahankan pH 
cairan ekstrasel antara 7,35 sampai 7,45. Kecurigaan akan adanya 
ketidakseimbangan asam-basa dipastikan dengan mengukur pH 
darah arteri dan kandungan CO, darah vena. Penyebab asidosis 
(pH darah «7,35) antara lain adalah ketosis diabetik dan asidosis 
laktat. Alkalosis (pH ”7,45) dapat terjadi, misalnya setelah 
muntah-muntah yang mengeluarkan isi lambung yang asam. 
Pengendalian keseimbangan aii bergantung pada mekanisme- 
mekanisme hipotalamus yang mengontrol rasa haus, pada hormon 
antidiuretik (ADH), pada retensi atau ekskresi air oleh ginjal, dan 
pada pengeluaran melalui penguapan. Diabetes insipidus 
nefrogenik, yaitu ketidakmampuan memekatkan urine atau 
menyesuaikan tubuh dengan perubahan-perubahan ringan dalam 
osmolaritas cairan ekstrasel, terjadi karena osmoreseptor tubulus 
ginjal tidak berespons terhadap ADH. 


AIR ADALAH PELARUT BIOLOGIS IDEAL 
Molekul Air Membentuk Dipol 


Molekul air adalah tetrahedron iregular yang sedikit miring 
dengan oksigen yang terletak di tengahnya (Gambar 2-1). Kedua 
atom hidrogen dan elektron-elektron bebas dari dua orbital 
terhibridisasi-J/»'y"g "sa menempati sudut-sudut tetrahedron. 
Sudut 105 derajat antara hidrogen-hidrogen ini hanya sedikit 
berbeda dari sudut tetrahedral ideal (109,5 
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derajat). Amonia juga merupakan tetrahedral dengan sudut 107 
derajat antara atom-atom hidrogennya. Air adalah suatu dipol, 
yaitu sebuah molekul dengan muatan listrik yang tersebar 
asimetris mengclilingi strukturnya. Atom oksigen yang sangat 
elektronegatif menarik elektron menjauhi nukleus hidrogen, dan 
meninggalkan nukleus tersebut dengan muatan positif parsial, 
sementara dua pasangan elektron bebas membentuk suatu regio 
dengan muatan negatif lokal. 

Air, suatu dipol kuat, memiliki konstanta dielektrik yang 
tinggi. Seperti dijelaskan secara kuantitatif oleh hukum Coulomb, 
kekuatan interaksi F antara partikel- partikel dengan muatan yang 
berlawanan, berbanding terbalik dengan konstanta dielektrik e 
medium sekitarnya. Konstanta dielektrik untuk vakum adalah 
satu, untuk heksana, konstantanya adalah 1,9, etanol 24,3, dan air 
78,5. Oleh karena itu, air sangat mengurangi gaya tarik antara 
spesies bermuatan dan polar secara relatif dibandingkan 
lingkungan bebas-air dengan konstanta dielektrik yang lebih 
rendah. Konstanta dielektrik yang tinggi dan dipol yang kuat 
memungkinkan air melarutkan sejumlah besar senyawa bermuatan 
seperti garam. 


Molekul Air Membentuk Ikatan Hidrogen 


Nukleus hidrogen yang tidak berpelindung dan secara kovalen 
berikatan dengan atom nitrogen atau oksigen penarik- elektron 
dapat berinteraksi dengan pasangan elektron bebas di atom 
nitrogen atau oksigen lain untuk membentuk ikatan hidrogen. 
Karena molekul air mengandung kedua fitur ini, pembentukan 
ikatan hidrogen cenderung menyebabkan molekul-molekul air 
saling berikatan membentuk susunan teratur (Gambar 2-2). Ikatan 
hidrogen sangat memengaruhi sifat fisik air dan menjadi penyebab 
tingginya viskositas, tegangan permukaan, dan titik didih air. 
Secara rata-rata, satu molekul dalam air cair berikatan melalui 
ikatan hidrogen dengan 3,5 molekul lain. Ikatan-ikatan ini relatif 
lemah dan sementara, dengan waktu-paruh sekitar satu 
mikrodetik. Putusnya ikatan hidrogen dalam air cair hanya 
memerlukan kira-kira 4,5 kkal/mol, yaitu kurang dari 596 energi 
yang diperlukan untuk memutuskan ikatan kovalen O—H. 
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Gambar 2-1. Molekul air memiliki geometri tetrahedral. 


Ikacan hidrogen memungkinkan air melarutkan banyak 
biomolekul organik yang mengandung gugus fungsional yang 
dapat ikut serta dalam pembentukan ikatan hidrogen. Atom-atom 
oksigen pada aldehida, keton, dan amida memberikan pasangan 
elektron yang dapat berfungsi sebagai akseptor hidrogen. Alkohol 
dan amina dapat berfungsi sebagai akseptor hidrogen maupun 
donor atom hidrogen tak-berpelindung untuk membentuk ikatan 
hidrogen (Gambar 2-3). 


INTERAKSI DENGAN AIR MEMENGARUHI 
STRUKTUR BIOMOLEKUL 


Ikatan Kovalen & Nonkovalen Menstabilkan Molekul 
Biologis 


Ikatan kovalen adalah gaya terkuat yang menyatukan molekul- 
molekul (Tabel 2-1). Gaya nonkovalen, meskipun kekuatannya 
lebih kecil, memberi kontribusi bermakna bagi struktur, stabilitas, 
dan kompetensi fungsional makromolekul dalam sel hidup. Gaya- 
gaya ini yang dapat bersifat menarik atau menolak, melibatkan 
interaksi baik di dalam biomolekul maupun antara biomolekul dan 
air yang membentuk komponen utama lingkungan sekitar. 


Biomolekul Mengalami Pelipatan untuk Menempatkan 
Gugus Polar & Bermuatan pada Permukaannya 


Sebagian besar biomolekul bersifat amfifatik, yaitu molekul ini 
memiliki bagian-bagian yang kaya akan gugus 


"8 .H—CI 


» 1. 


Gambar 2-2. Kiri: Ikatan antara dua molekul air dipolar melalui ikatan 
hidrogen (garis terputus). Kanan: Kelompok yang terdiri dari empat molekul air 
yang disatukan oleh ikatan hidrogen. Perhatikan bahwa air dapat berfungsi 
sebagai donor hidrogen sekaligus akseptor hidrogen. 
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Gambar 2-3. Gugus polar lain ikut serta dalam pembentukan ikatan hidrogen. 
Tampak ikatan hidrogen terbentuk antara alkohol d.in air, antara dua molekul 
etanol, dan antara oksigen karbonil peptida dan hidrogen nitrogen peptida dari asam 
amino di dckatnya 


fungsional polar atau bermuatan serta bagian-bagian dengan sifat 
hidrofobik. Protein cenderung mengalami pelipatan (folding) dengan 
gugus-R asam amino dengan rantai samping hidrofobik yang terletak 
cli interior. Asam- asam amino dengan rantai samping polar atau 
bermuatan (mis. arginin, glutamat, serin) umumnya terdapat pada 
permukaan yang berkontak dengan air. Pola serupa banyak ditemukan 
di Japisan-ganda (biltiyer) fosfolipicl, yaitu tempat gugus-gugus 
pangkal bermuatan dari fosfatidil serin atau fosfatidil etanolamin 
berkontak dengan air sementara rantai samping asil lemak hidrofobik 
bergerombol dan tidak mengandung air. Pola ini memaksimalkan 
kesempatan untuk terbentuknya interaksi muatan-dipol, dipol-dipol, 
dan ikatan hidrogen antara gugus polar biomolekul dan air. Pola ini 
juga meminimalkan kontak antara air dan gugus hidrofobik. 


Interaksi Hidrofobik 


Interaksi hidrofobik merujuk pada kecenderungan senyawa- senyawa 
nonpolar untuk berikatan sendiri dalam lingkungan cair. Pembentukan 
ikatan ini bukan didorong oleh gaya tarik bersama atau oleh apa yang 
kadang-kadang disebut sebagai "ikatan hidrofobik”. Pembentukan 
ikatan sendiri ini terjadi karena kebutuhan untuk meminimalkan 


interaksi yang secara energetis kurang menguntungkan, antara gugus 
nonpolar dan air. 


Sementara hidrogen pada gugus nonpolar seperti gugus metilen 
hidrokarbon tidak membentuk ikatan hidrogen, hidrogen tersebut 
memengaruhi struktur air yang mengelilinginya. Molekul air yang 
terletak dekat dengan gugus hidrofobik mengalami restriksi dalam 
jumlah orientasinya (derajat kebebasan, degrees of freeflow) yang 
memungkinkan molekul tersebut ikut serta secara maksimal dalam 
membentuk ikatan hidrogen. Pembentukan maksimal ikatan hidrogen 
dalam jumlah banyak hanya 


libel 2-1. I-nrrgi ikatan untuk atom yang penting 
secara biologis. 


Jenis Energi Jenis i (kkal/mol) : Energi : 
Ikatan Ikatan (kkal/mol) 
S&i - - 

0-0 134 :0—0 “96 

S-S : 51 : C-H :99 

CN :70 “. C—$ 7108 

Ss—H i81 :0—H 1110 

Cc—C 182 iC-C : 147 

Cc—O “84 :c—N 7147 

N—H 194 mc—0 “164 


dapat dipertahankan dengan meningkackan ordo molekul 
air sekitar, disertai penurunan entropi. 

Berdasarkan hukum kedua termodinamika, energi bebas 
optimal campuran hidrokarbon-air adalah lungsi dari entalpi (dari 
ikatan hidrogen) maksimum dan entropi (derajat kebebasan 
maksimal) minimum. Oleh karena itu, molekul nonpolar 
cenderung membentuk butiran dengan luas permukaan paparan 
yang minimal sehingga mengurangi jumlah molekul air yang 
terkena. Dengan alasan yang sama, bagian hidrofobik biopofimer 
di dalam lingkungan ait scl hidup, cenderung tertanam di bagian 
dalam struktur molekul, atau di dalam TIapisan-ganda lipid 
sehingga kontak dengan air menjadi minimal. 


Inifeiraksi Elekfrrosfrali'ik 


Interaksi antara gugus-gugus bermuatan membantu membentuk 
struktur biomolekul. Interaksi elektrostatik antara gugus dengan 
muatan yang berlawanan di dalam atau di antara biomolekul 
disebut jembatan garam fsuit bridges). Jembatan garam memiliki 
kekuatan setara dengan ikatan hidrogen tetapi bekerja dalam jarak 
yang lebih jauh. Karena itu, ikatan ini sering mempermudah 
pengikatan molekul bermuatan atau ion ke protein dan asam 
nuldeat. 


Gaya van der Waals 


Gaya van der Waals terbentuk oleh interaksi antara dipol- dipol 
transien yang dihasilkan oleh gerakan cepat elektron di semua 
atom netral. Gaya van der Waals yang lebih lemah secara 
bermakna daripada ikatan hidrogen tetapi berpotensi berjumlah 
sangat banyak, menurun sebanyak pangkat enam jarak yang 
memisahkan atom-atom. Oleh karena itu, gaya mi bekerja pada 
jarak pendek, biasanya 2-4 A. 


Berbagai Gaya Menstabilkan Biomolekul 
Hcliks ganda DNA melukiskan kontribusi berbagai gaya bagi 
struktur biomolekul. Sementara masing-masing untai DNA 
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disatukan oleh ikatan kovalen, dua untai hcliks disatukan secara 
eksklusif oleh interaksi nonkovalen. Interaksi nonkovalen ini 
mencakup ikatan hidrogen antara basa-hasa nukleotida 
(pembentukan pasangan basa Watson-Crick) dan interaksi van der 
Waals antara tumpukan basa purin dan pirimidin. Hcliks 
menyajikan gugus fosfat bermuatan dan gula ribosa polar pada 
"tulang punggung" DNA ke air, sementara mengubur basa 
nukleotida yang relatif hidrofobik di bagian dalam. Tulang 
punggung yang memanjang ini memaksimalkan jarak antara 
fosfat-fosfat tulang punggung yang bermuatan negatil, sehingga 
interaksi 


meminimalkan elektrostatik yang kurang 


menguntungkan. 


AIR ADALAH NUKLEOFIL 
YANG SANGAT BASK 


Reaksi metabolik sering melibatkan serangan oleh pasangan 
elektron pada molekul kaya-elektron yangdinamai nukleofil atau 
atom miskin-elektron yang disebut elektrofil. Nukleofil dan 
elektrofil tidak harus memiliki muatan negatif atau positif formal. 
Air yang dua pasangan elektron jy”'-nya memiliki muatan negatif 
parsial adalah suatu nukleofil yang sangat baik. Nukleofil lain yang 
penting secara biologis adalah atom oksigen fosfat, alkohol, dan 
asam karboksilat: sulfur tiol, nitrogen amin: dan cincin imidazol 
histidin. Elektrofil yang sering dijumpai antara lain adalah karbon 
karbonil pada amida, ester, aldehida, dan keton serta atom fosfor 
pada fosfoester. 

Serangan nukleofilik oleh air umumnya menyebabkan 
putusnya ikatan amida, glikosida, atau ester yang menyatukan 
biopolimer. Proses ini disebut hidrolisis. Scbaliknya, jika unit-unit 
monomer disatukan untuk membentuk biopolimer, seperti protein 
atau glikogen, air menjadi produknya, seperti diperlihatkan di 
bawah untuk pembentukan ikatan peptida antara dua asam amino. 


-H.N | 
3, Ajaran h NH 


| 
Alanin “ PN 


1 


Tx Si 


Sementara hidrolisis adalah suatu reaksi yang secara ter- 
modinamis menguntungkan, ikatan fosfoester dan amida 
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pada polipeptida dan oligonukleotida bersifat stabil dalam 
lingkungan cair sel. Perilaku yang tampak paradoks ini 
mencerminkan kenyataan bahwa termodinamika yang meng- 
atur keseimbangan suatu reaksi tidak menentukan laju reaksi 
yang akan berlangsung. Di sel, katalis protein yang disebut 
enzim mempercepat laju reaksi hidrolisis jika diperlukan. 
Protease mengatalisis hidrolisis protein menjadi komponen- 
komponennya, yaitu asam-asani amino, sementara nuklease 
mengatalisis hidrolisis ikatan fosfoester di DNA dan RNA. 
Aktivitas enzim-enzim ini perlu diatur secara cermat untuk 
memastikan bahwa enzim-enzim tersebut bekerja hanya pada 
molekul sasaran yang tepat pada saat yang tepat. 


Banyak Reaksi Metabolik Melibatkan 
Pemindahan Gugus 


Pada reaksi pemindahan gugus, sebuah gugus G dipindahkan 
dari donor D ke akseptor A yang membentuk suatu kompleks 
gugus akseptor A-G: 


D— G#:AMNA—G4D 


Hidrolisis dan fosforolisis glikogen, yaitu gugus glukosil 
dipindahkan ke air atau ke ortofosfat adalah contoh reaksi 
pemindahan gugus. Konstanta keseimbangan untuk hidrolisis 
ikatan kovalen sangat menguntungkan pembentukan produk- 
produk penguraian. Biosintesis makromolekul juga melibatkan 
reaksi pemindahan gugus, yaitu pembentukan ikatan kovalen 
yang secara termodinamis kurang menguntungkan dipadukan 
dengan reaksi-reaksi yang menguntungkan sehingga perubahan 
keseluruhan dalam energi bebas menguntungkan pembentukan 
biopolimer. Dengan sifat air yang nukleofilik dan 
konsentrasinya yang tinggi di dalam sel, mengapa biopolimer 
seperti protein dan DNA relatif stabil? Dan bagaimana sintesis 
biopolimer dapat terjadi dalam lingkungan air? Yang pokok 
dari dua pertanyaan ini adalah sifat enzim. Tanpa adanya 
katalisis enzim, bahkan reaksi yang secara termodinamis 
menguntungkan belum pasti berlangsung cepat. Kontrol yang 
tepat dan diferensial atas aktivitas enzim serta pemisahan 
enzim di organel-organel tertentu menentukan dalam kondisi 
fisiologis apa suatu biopolimer akan dibentuk atau diuraikan. 
Polimer yang baru dibentuk tidak segera mengalami hidrolisis, 
sebagian karena bagian aktif enzim-enzim biosintetik 
memisahkan substrat dalam suatu lingkungan yang tidak 
mengandung air. 


Molekul Air Memperlihatkan Kecenderungan 
Disosiasi yang Ringan, Tetapi Penting 


Kemampuan air untuk mengalami ionisasi, meskipun sedikit, 
sangat penting bagi kehidupan. Karena air dapat 


bekerja sebagai suatu asam atau basa, ionisasinva dapat 
direpresentasikan sebagai suatu pemindahan proton antarmolekul 
yang membentuk sebuah ion hidronium (H O") dan sebuah ion 
hidroksida (OH ) 


H.O4xH.O «—» H,0# 4 OH 
Proton yang dipindahkan sebenarnya berikatan dengan sekelompok 
molekul air. Proton terdapat dalam larutan tidak saja sebagai H,01 
tetapi juga sebagai muhimer, misalnya H'CV dan HO N 
Bagaimanapun, proton secara rutin dituliskan sebagai H' meskipun 
pada kenyataannya sangat mengalami hidrasi. 

Karena ion hidronium dan hidroksida secara terus menerus 
kembali menyatu membentuk molekul air, hidrogen atau oksigen 
individual tidak dapat dinyatakan bcrada sebagai sebuah ion atau 
sebagai bagian dari molekul air. Pada suatu saat ia adalah suatu 
ion,sesaat kemudian ia adalah bagian dari suatu molekul. Oleh 
karena itu, ion atau molekul individual tidak diperhitungkan. Kita 
merujuk pada probability bahwa pada setiap saat sebuah hidrogen 
akan berada dalam bentuk ion atau sebagai bagian dari molekul air. 
Karena 1 gram air mengandung 3,46 x 10” molckul, ionisasi air 
dapat dijelaskan secara statistik. Untuk menyatakan probabilitas 
bahwa sebuah hidrogen berada dalam bentuk ion adalah 0,01 sama 
artinya dengan mengatakan bahwa pada setiap saat, sebuah atom 
hidrogen memiliki kemungkinan 1 dari 100 untuk menjadi ion dan 
kemungkinan 99 dari 100 sebagai bagian dari sebuah molckul air. 
Probabilitas sebenarnya dari sebuah atom hidrogen dalam air murni 
bcrada dalam bentuk ion hidrogen adalah sekitar 1,8 x 10". Oleh 
karena itu, probabilitas atom itu sebagai bagian dari molekul air 
hampir mendekati satu. Dengan kata lain, untuk setiap ion hidrogen 
dan ion hidroksida dalam air murni, terdapat 1,8 milyar atau 1,8 x 
10: molekul air. Bagaimanapun, ion hidrogen dan ion hidroksida 
berperan signifikan menentukan sifat air. 

Untuk disosiasi (penguraian) air, 


K. IEHIIOH 
(H201 


tanda kurung menyatakan konsentrasi molar (secara lebih tepat, 
aktivitas molar) dan K adalah konstanta disosiasi. Karena 1 mol air 
memiliki berat 18 gram, 1 liter (L) (1000 g) air mengandung 1000 -r 
18 — 55,56 mol. Oleh karena itu, air murni adalah 55,56 molar. 
Karena probabilitas bahwa sebuah hidrogen dalam air murni akan 
berada dalam bentuk ion hidrogen adalah 1,8 x 10N konsentrasi 
molar ion H' (atau ion OH ) dalam air murni adalah hasil dari 
probabilitas, 1,8 x 10"? dikali dengan konsentrasi molar air, 55,56 
mol/L. Hasilnya adalah 1,0 x 10 7 mol/L. 
Kita sekarang dapat menghitung Kuntuk air murni: 
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k 


unioni honun 
| ilToT” 155,561 
— 0,018x10 '4— 1,8x10" mol/L 


K- 


Aftscntrasi molar air, yaitu 55,56 mol/L, terlalu besar 
unUk dapat dipengaruhi secara bermakna oleh disosiasi. 
karena itu, konsentrasi tersebut dianggap konstan. 
J" konsiiua Jn) dapat dimasukkan ke dalam konstanta 
Hsogjasi A untuk menghasilkan suatu konstanta baru 
sg disebut produk ion untuk air. Hubungan antara K, 
dan A diperlihatkan di bawah: 


K MA—1»8xIO'tm|/L 


Kn 5 (K)IH.O| — IH' |OH | — 4,8 x10' 
mol/L)(55,56mol/L) — 1,00 x 10 
"(mol/L)-' 


A“'batikan bahwa dimensi K adalah mol per liter dan dimensi 
/f adalah mol" per liter“. Seperti diisyaratkan oleh namanya, 
produk ion K,, secara numeris setara dengan basil kali konsentrasi 
molar H“ dan OH : 


Ks-IHIIOH 


Pada 25 “C, K- (10 )'. atau 10 "' (mol/L)?. Pada suhu di bawah 25 
»C, konstanta ini sedikit lebih kecil daripada 10M, dan pada suhu di 
atas 25 ?C angkanya lebih besar daripada !0 ' Dalam batas-batas 
efek suhu, K, setara dengan 10 " (mol/L)? untuk semua larutan 
dalam air, bahkan larutan asam atau basa. Kita menggunakan 
untuk menghitung pl 1 larutan asam dan basa. 


pH ADALAH LOG NEGATIF KONSENTRASI ION 
HIDROGEN 


Istilah pH diperkenalkan pada tahun 1909 oleh Sorensen, yAng 
mendefinisikan pH sebagai log negatif dari konsentrasi ion 
hidrogen: 
pH - -log IH" 1 Definisi ini, meskipun 

tidak ketat, cukup untuk banyak kepentingan biokimia. Untuk 
menghitung pH larutan: 

L Hitung konsentrasi ion hidrogen (H') 

2. Hitung logaritma berbasis 10 dari (H"1 


3. pH adalah nilai negatif dari angka yang d.temukan 
di tahap 2. 
Gontohnya, untuk air murni pada 2S WA.., 


pH --log|H “I- -log  — 216 
Nilai ini juga dikenal sebagai power (Inggris), puissant (Pe- 


rancis), atau potennz (Jerman) dari pangkat sehingga digunakan 
huruf”p”. 
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Nilai pH yang rendah sesuai dengan konsentrasi H' yang 
tinggi dan nilai pl 1 yang tinggi sesuai dengan konsentrasi H" 
yang rendah. 

Asam adalah donor proton dan basa adalah akseptor proton. 
Asam kuat (mis. HCI, H,SO,) mengalami disosiasi sempurna 
menjadi anion dan kation bahkan dalam larutan asam kuat (pH 
rendah). Asam lemah hanya mengalami disosiasi parsial dalam 
larutan asam. Demikian juga, basa kuat (mis. KOH, NaOH) tetapi 
bukan basa lemah (mis. CafOHJ),)—mengalami disosiasi sempurna 
pada pH tinggi. Banyak bahan biokimia bersifat asam lemah. 
Pengccualian antara lain adalah zat-zat antara yang tcrfosforilasi, 
yang gugus fosforilnya mengandung dua proton yang dapat 


mengalami disosiasi, dengan proton pcrtama yang bersifat 
sangat asam. 


Contoh-contoh berikut menggambarkan bagaimana cara 
menghitung pH larutan asam dan basa. 
Contoh I: Berapa pH sebuah larutan yang konsentrasi ion 
hidrogennya adalah 3,2 x 101 mol/L? 
pH --log1H“J 
— -log (3,2 x 10") 
: "log (3,2)-log 10”) 
--0,5 44,0 -— 3,5 


Contoh 2: Berapa pl 1 sebuah larutan yang konsentrasi ion 
hidroksidanya adalah 4,0 x 10” mol/L? Kita mula-mula 
mendefinisikan kuantitas pOH yang setara dengan -log (OH J dan 


yang dapat berasal dari definisi K : 
K, -IH | (OH 1 — 10M 


Karena itu: 
log H“ 1 #log (OH 1 — log 10" 


atau 
pH # pOH -— 14 Untuk 


memecahkan soal dengan pendekatan ini: 
(OH —4,0x 10“ 
pOH -- log (OH | 
-log (4,0 x 10”) 
-log (4,0) - log (10) — 
-0,60 4 4,0 — 3,4 


Kini: 
pH -14- pOH-14- 3,4 
10,6 

Contoh 3: Berapa nilai pH dari (a) 2,0 x 10” mol/L KOH dan 
(b) 2,0 x 10"8 mol/L KOH? OH' berasal dari dua sumber, KOH dan 
air. Karena pH ditentukan oleh (H') total (dan pOH oleh (OH | 
total), kedua sumber perlu diperhitungkan. Pada kasus pertama (a), 
kontribusi air 
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untuk (OH | total dapat diabaikan. Hal yang sama tidak dapat 
diterapkan untuk kasus kedua (b): 


Konsentrasi (mol/L) 


(a) 0 (b) 
Molaritas KOH :2,0x10? i 2,0 x 10” 
(OHJ dari KOH “2,0 xia2 2,0 xXx 10” 
(OHJ dari air 11,0 xio? 1,0 x 107 
IOHI total ! 2,00001 x 10? : 2,1 x 106 


Jika telah dicapai keputusan tentang makna kontribusi oleh air, 
pH dapat dihitung seperti di atas. 

Contoh-contoh di atas menganggap bahwa basa kuat KOH 
mengalami disosiasi sempurna dalam larutan dan bahwa 
konsentrasi ion OH" karenanya setara dengan konsentrasi KOH 
plus yangsemula terdapat di air. Anggapan ini berlaku untuk 
larutan encer basa atau asam kuat, tetapi tidak untuk asam atau 
basa lemah. Karena clektrolit lemah hanya sedikit berdisosiasi 
dalam larutan, kita harus menggunakan konstanta disosiasi 
untuk menghitung konsentrasi (H'| (atau (OH |) yang dihasilkan 
oleh molaritas tertentu asam (atau basa) lemah sebelum 
menghitung (H“) total (atau (OH | total) dan kemudian pH. 


Gugus Fungsional yang Merupakan Asam Lemah 
Memiliki Makna Fisiologis Penting 


Banyak zat biokimia memiliki gugus fungsional yang 
merupakan asam atau basa lemah. Gugus karboksil, gugus 
amino, dan ester Fosfat, yang disosiasi keduanya berada dalam 
rentang fisiologis, terdapat dalam protein dan asam nukleat, 
sebagian besar koenzim, dan kebanyakan metabolit zat antara. 
Oleh karena itu, pengetahuan tentang disosiasi asam dan basa 
lemah menjadi dasar untuk memahami pengaruh pH intrasel 
pada struktur dan aktivitas biologis. Pemisahan berdasarkan 
muatan (mis: elektroforesis dan kromatografi pertukaran ion) ,u,a 
paling baik jika dipahami dari aspek perilaku disosiasi gugus- 
gugus fungsional. 

Kita menyebut spcsics berproton (mis. HA atau R— NH/) 
sebaga. asam dan spesies tidak berproton (mis. A atau R—NH,) 
sebaga. basa konjugatnya. Demikian juga, —kita dapat 
menyebut suatu basa (mis. A- atau R—NH») dan asam 
konjugatnya (mis. HA atau R—NH "“)e Contoh asam lemah 
(kiri), basa konjugatnya (tengah), dan nilai p/C- nya (kanan) 
antara lain adalah: 


R—CH»—COOH R—cH:—COO- p/e -4-5 
R—CH,»—NH3# R—CH,»—NH) p/C - 9-10 
HCO3- 

H»CO3 - 
Eno p/C -6,4 
H»POa- PK -7,2 


Kita mengekspresikan kekuatan rel.itit .i.s.im dan basa lemah 
berdasarkan konstanta disosi.iMnv.i. Hi bawah »"# dicantumkan 
ekspresi untuk konst.mt.i disosi.iM (A ) untuk dua asam lemah, R— 
COOH dan RNH /: 


R —COOH#—»K — ((K)  H# 


K- B-00011H" 7 IR — 
coot I| 


R —NH," piR-NH, #t»" NH.Hin 
IR —NH."1 


nias nengaSk untuk asam lem.ili adalah angka pangkat negat.f, kita 
mengekspresikan A' sebagai pAT. cle- 
ngan. . Lo 


pK-— 5 (or £ 


Pcrhatika" bahwa pK berkaitan dengnn A' seport i pH dengan (H ). 
Semak,n kuat asam, semakin rendah nilai pA-nyn. 
P a “mia an untuk menyatakan kekuatan relatif asam 1 : 


35an 0111 
pt 


. “Uap asam lemah, konjugatnya adalah 
Yak P11 xan juga, konjugat suatu basa kuat adalah asam lemah. 
Kekuatan relatif basa dinyatakan berdasarkan men?T “9, fa 
Untuk senyawa poliproteik yang m3 $ riMWU p..«" Wlpat disosiasi, 
Irfl IL ."@! “Script angka sesuai iirntan keasaman 
relatif. Untuk disosiasi tipc 


R—NH/ —R—NH, 4 H" 


setara 
PAT adalah pH ketika konscntrasi asam R Na 


dengan konsentrasi basa R NH 

Dari persamaan di atas yang mengaitkan K ke | I 
cngan onsentrasi asam yang tidak tcrdisosiasi dan basa 
konjugasmya, jika 


IR—COO | - IR—COOHI 
atau jika 


IR—NHJ - (R NH,# 


maka 
K,- H1 
Oleh karena itu, jika spesies yang terasosiasi (mendapat 
proton) dan terdisosiasi (basa konjugat) terdapat dalam 
onsentrasi sama, konsentrasi ion hidrogen (H") setara secara 
numerik dengan konstanta disosiasi, K. Jika dilakukan 
logaritma tcrhadap kedua sisi dari persamaan di atas dan 
kedua sisi dikalikan dengan -1, persamaannya adalah sebagai 
berikut 
KeS NAN 
"log K, —-log11 ri 


(s1 dan 


Karena -log A" didelinisikan sebagai p/C, dan -log (H') 
adalah pH, persamaannya dapat ditulis menjadi 


p/C -pH 


yi- pA' suatu gugus asam adalah pH ketika spesies yang 
A#'proton dan tidak berproton terdapat dalam konsentrasi 
“tara. PA' untuk suatu asam dapat ditentukan dengan 
"enambahkan 0,5 ekivalen basa per ckivalen asam. pH yang 
dihasilkan akan menjadi pAT asam. 


Persamaan Henderson-Hasselbalch 

AAenjelaskan Perilaku Asam Lemah 

& Penyangga 

Di bawah ini dituliskan persamaan Henderson-Hasselbalch. 
Suatu asam lemah, HA, mengalami ionisasi sebagai 

berikut: 


HA #— H#4 A 


Konstanta kesetimbangan untuk disosiasi ini adalah 


n-niAi 


IHAI 


Perkalian-silang menghasilkan 
IH'11A | - /CJHAI 


Bagi kedua sisi dengan |A 1: 


IHAI 
H1 -K 
IA' 
Lakukan logaritma pada kedua sisi: 
'oglHN'og 
— log K, # log IHA 
Ll I 


Kalikan dengan -1: 
-log(H') — -Iog/C,-log/1|M 


Ganti -log (H") dan -log AT masing-masing dengan pH dan pAf, 


maka: 
, IHAI pH - pKa-log— 


Inversi suku yang terakhir menghilangkan tanda minus dan 


menghasilkan persamaan Henderson-Hasselbalch: 
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BAB 2: AIR & pH / Sa 


Persamaan Henderson-Hasselbalch memiliki nilai prediktif yang 
tinggi untuk keseimbangan protonik. 


Contohnya, 


“d) Jika suatu asam tepat mengalami netralisasi separuhnya, 
IA | - fHAJ. Pada keadaan ini, 


pH — pK, #8 — Pet log | — p/C., #0 


Karena itu, pada nctralisasi-separuh, pH — pK. 


2) Jika rasio |A W(HAJ — 100:1, 


pH — p/Ca#logiA-i ' Ta (HA) 
pH — pKa#log 100/1 — pK:t 2 


(3) Jika rasio |(A YIHAJ — 1:10, 
pH — p/C, #1og 1/10 -p/c sy 


Jika persamaan dievaluasi pada rasio |A )//IHAJ yang berkisar dari 
10' sampai 10 ? dan nilai pH yang dihitung diplotkan, grafik yang 
terbentuk menjelaskan kurva titrasi untuk suatu asam lemah (Gambar 
2-4). 


Larutan Asam Lemah & Garamnya 
Menyangga Perubahan pH 


Larutan asam atau basa lemah dan konjugatnya mem- perlihatkan 
kemampuan menyangga, yaiti/ kemampuan menahan perubahan pH 
setelah penambahan asam atau basa kuat. Karena banyak reaksi 
metabolik discnai oleh pembebasan atau penyerapan proton, 
kebanyakan reaksi incrascl mengalami penyanggaan/pendaparan 
(buffering). Metabolisme oksidatif menghasilkan CO., anhidrida dari 
asam karbonat yang jika tidak disangga akan menimbulkan asidosis 
berat. Untuk memelihara pH yang konstan diperlukan keterlibatan 
pendaparan oleh fosfat, bikarbonar, dan protein yang menerima atau 
membebaskan proton untuk menahan perubahan pH. Untuk 
eksperimen yang menggunakan ekstrak jaringan atau enzim, pH yang 
konstan dipertahankan oleh penambahan larutan' penyangga, 
m.salnya MES (asam (2-/V-morfolinoletansulfonat, pV 6,1), 
ortofosfat anorganik (pA', 7.2), HEPES (asam N- 


hidroksietilpiperazin-yV-2-etansuifonat, pK 6,8), atau Tris 


(trisIhidroksimetil) aminometan, pK 8,3). Nilai pA" relatif terhadap 
pH yang diinginkan adalah penentu utama larutan penyangga mana 
yang dipilih. 

1 endaparan dapat diamati dengan menggunakan suatu 
pengukur pH selagi kita menitrasi asam atau basa lemah (Gambar 2- 
4). Kita juga dapat menghitung pergeseran pH yang menyertai 
penambahan asam atau basa ke suatu larutan terdapar. Pada contoh, 
larutan terdapar (suatu asam lemah. 


12/ BAB 2: AIR & pH 


De TO 3 
On ol 
TG 
aa &» 


mEg basa yang ditambahkan per 
mEg asam 
o 
» 
o 
a 


pH 


isurva mrasi sebuah asam tipe HA. Titik di tengah 
kurva menunjukkan p/Ca 5,0. 


pK, — 5,0, dan basa konjugatnya) pada awalnya memiliki satu 
dari empat nilai pH. Kita akan menghitung pergeseran pH 
yang terjadi jika ke dalam masing-masing larutan tersebut 
ditambahkan 0,1 mEg KOH: 


pH awal 5,00 5,37 5,60 5,86- 

0,50 0,70 0,80 0,88 
IHAL., 0,50 0,30 0,20 0,12 
(TAMHAJU 1,00 2,33 4,00 7,33 


Penambahan 0,1 mEg KOH menghasilkan 


Tabel 2-2. Kekuatan relatif asam-asam U“rk”ntu yang 
penting secara biologis. Nilai dalam tabH adalah nilai 
pKa (-log konstanta disosiasi) asam mnnoprotat, 
diprotat, dan triprotat tertentu. 


Format 
pK 3,75 
Laktat pk 3.86 
lon amonium pk 9.25 
Karbonat pK, G3Z IK 
. pK, 10,25 
Suksinat pk: 4, 2 1 
p 64 
Glutarot pk, 4.34 
M M M Asam triprotat 5 Sen 
Fosfor Ps, 2,15 
PK? 6,82 
P3 12,38 
Sifrat 3,08 
P2 4,74 
Pal 5,40 


(ALw 0,60 0,80 0,90 0,98 
IHAU 0,40 0,20 0,10 0,02 
ILAI/IHADoui. 1,50 4,00 9,00 49,0 
m-09 (LAJ/IHAlaknir 0,176 0,602 0,95 1.69 
pH akhir 5,18 5,60 5,95 6.69 
ApH 0,18 O,so- “0,95 1,69 


Perhatikan bahwa perubahan pH per miliekuivalen OH yang 
ditambahkan bergantung pada pH awal. Larutan menahan 
perubahan pH paling efektif pada nilai pH yang mendekati pAT. 
Suatu larutan asam lemah dan basa konjugatnya paling efektif 
menyangga dalam rentang pH p/f 4 1,0 satuan pH. 

Gambar 2-4 juga memperlihatkan muatan netto pada satu 
molekul asam sebagai fungsi pH. Muatan fraksional -0,5 tidak 
berarti bahwa satu molekul membawa muatan separuh, 
melainkan menunjukkan bahwa probabilitas suatu molekul 
memiliki satu unit muatan negatif pada setiap saat adalah 0,5. 
Perhitungan muatan netto pada makromolekul sebagai fungsi pH 
merupakan dasar bagi teknik pemisahan misalnya kromatografi 
pertukaran ion dan elektroforesis. 


Kekuatan Asam Bergantung 
pada Struktur Molekul 


Banyak asam yang penting d.iri segi biologi memiliki lebih dari 
satu gugus disosiatif. Pembebasan sebuah proton dari 


suatu gugus tcrhambat oleh adanya muatan negatif di sekitarnya 
sehingga meningkatkan pA'. I lal ini tampak je as c ari nilai pAT 
untuk tiga gugus disosiatif asam fosfor dan asam sitrat (Tabel 2-2). 
Efek muatan sekitar menurun seiring dengan pertambahan jarak. 
PAJ kedua untuk asam suksmat yang memiliki dua gugus metilen di 
antara gugus karboksilnya adalah 5,6, sementara pK kedua untuk 
asam glutaratyang memiliki satu gugus metilen tambahan adalah 
5,4. 


Nilai pfC, Bergantung pada Sifat Medium 


PK suatu gugus fungsional juga sangat dipengaruhi oleh medium di 
sekitarnya. Medium dapat meningkatkan atau menurunkan pAT 
bergantung pada apakah asam yang tidak terurai atau basa 
konjugatnya adalah spesies yang bermuatan. Efek konstanta 
dielektrik pada p/T dapat diamati dengan menambahkan etanol 
keair. p/T asam karboksilat meningkrtt, sedangkan pAT amin 
menurun karena etanol menurunkan kemampuan air untuk 
melarutkan spesies bermuatan. Karena itu, nilai pAT ,ugus disosiatif 
di bagian dalam protein sangat dipengaruhi oleh lingkungan lokal, 
termasuk ada tidaknya air. 


RINGKASAN 


- Air membentuk kumpulan-kumpulan dengan dirinya sendiri dan 
dengan donor atau akseptor proton yang 
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d'satukan oleh .katan h.drogen. Ikatan hidrogen menentukan 
tegangan permukaan, viskositas, keadaan ca.r dalam suhu 
kamar, dan kekuatan air-sebagai Pdarut. b 
Senyawa yang mengandung O. N, atau S dapat berfungsi 
Sebagai donor atau akseptor ikatan hidrogen Makromolekul 
menukarkan ikatan hidrogen permukaan internal untuk ikatan 
hidrogen air. Gaya-gaya entropi menentukan bahwa 
makromolekul memajankan rcgio polar ke daerah pertemuan 
dengan air dan membenam- kan rcgio nonpolar. 

Ikatan garam, interaksi hidrofobik, dan gaya van dcr Waals ikut 
mempertahankan struktur molekul. 

PI T adalah lognegatifdari (I PJ. pH rendah menunjukkan Jarutan 
asam, dan pH tinggi menunjukkan larutan basa. 

Kekuatan asam lemah dinyatakan oleh pAN log negatif dari 
konstanta disosiasi asam. Asam kuat memiliki nilai pA' rendah 


dan asam lemah memiliki nilai pA' tinggi. 


BAB 2: AIR & pH / 13 


Larutan penyangga menahan perubahan pH saat terjadi 
pembentukan atau penyerapan proton. Kapasitas penyangga 
maksimal terjadi pada & 1 unit pH di kedua sisi pAV Larutan 
penyangga fisiologis antara lain adalah bikarbonat, ortofosfat, 
dan protein. 


REFERENSI 


Reese KM. Whence came the symbol pH. Chcm & Eng News 2004:82:64. 

Scgel IM. Biochemical Calculations. Wiley, 1968. 

Stillinger FH: Water revisited. Science 1980:209:451. 

Surcsh SJ, Naik VM: Hydrogen bond thermodynamic properties of water from 
dielectric constant data. J Chem Phys 2000:1 13:9727. 

Wiggins PM: Role of water in some biological processes. Microbiol 
Rev 1990:54:432. 


BAGIAN I 


Struktur & Fungsi Protein & Enzim 


Asam Amino & Peptida 


Peter J. Kennelly, PhD, & Victor W. Rodwell, PhD 


PERAN BIOMEDIS 


Selain berupa unit monomer pembentuk rantai polipeptida 
panjang pada prorein, asam L-a amino dan turunan- turunannya 
ikut serta dalam beragam fungsi sel, misalnya transmisi sarafdan 
biosintesis porfirin, purin, pirimidin, dan urea. Polimer pendek 
asam-asam amino yang disebut peptida melaksanakan peran 
menonjol dalam sistem neuroendokrin sebagai hormon, hormone- 
releasing factors,  neuromodulator, atau  neurotransmiter. 
Sementara protein hanya mengandung asam L-a amino, 
mikroorganisme mengeluarkan peptida yang mengandung baik 
asam D- maupun L-a amino. Beberapa dari peptida ini berguna 
untuk terapi, termasuk antibiotik basitrasin dan gramisidin A serta 
obat antitumor bleomisin. Peptida mikroba tertentu bersifat toksik. 
Peptida sianobakteri, yaitu mikrosistin dan nodularin bersifat letal 
dalam dosis besar, sedangkan dosis kecil menyebabkan 
terbentuknya tumor hati. Baik manusia maupun hewan tingkat 
tinggi lainnya tidak dapat menyintesis sepuluh dari dua puluh 
asam L-a amino umum dalam jumlah yang memadai untuk 
menunjang pertumbuhan masa bayi atau mempertahankan 
kesehatan saat dewasa. Oleh karena itu, diet manusia harus 
mengandung asam-asam amino yang secara nutrisional esensial 
ini dalam jumlah memadai. 


SIFAT ASAM AMINO 


Kode Genetik Menentukan Dua 
Puluh Asam L-a-Amino 


Diantara lebih dari tiga ratus asam amino yang terdapat di alam, 
dua puluhnya berupa unit monomer protein. 


Meskipun kode genetik yang terdiri dari tiga Imruf dapat 
mengakomodasi lebih dari dua puluh asam amino, namun kodon- 
kodon yang ada hanya mengodc dua puluh asam L- a amino yang 
tercantum di Tabel 3-1 yang diklasifikasikan berdasarkan polaritas 
gugus R-nya. Baik singkatan satu huruf maupun tiga luiruf untuk 
masing-masing asam amino dapat digunakan untuk mewakili asam 
amino dalam peptida (label 3-1). Sebagian protein mengandung 
asam- asam amino tambahan yang terbentuk dari modifikasi asam 
amino yang sudah ada dalam peptida. Contobnya antara lain adalah 
perubahan peptidil prolin dan lisin men jadi 4-hidroksiprolin dan 5- 
hidroksilisin, perubahan  peptidil  glutamat menjadi  y- 
karboksiglutamat, dan mctilasi, formilasi, asetilasi, prenilasi, dan 
fosforilasi residu-rcsidu aminoasil tertentu. Modifikasi-modifikasi ini 
memperluas keberagaman biologis protein dengan mengubab daya 


larut, stabilitas, dan interaksi protein-protein ini dengan protein lain. 


Selenosistein, Asam L-a-Amino ke-21? 


Selenosistein adalah suatu asam L-a amino yang ditemukan di 
sejumlah protein. Seperti diisyaratkan oleh namanya, sebuah atom 
selenium menggantikan sulfur dari analog strukturalnya, yaitu sistein. 
pK, selenosistein, yaitu 5,2, adalah 3 satuan lebih rendah daripada 
pK, sistein. Karena dimasukkan ke dalam polipeptida selama 
translasi, selenosistein sering disebut sebagai "asam amino ke-21”. 
Akan tetapi, tidak seperti dua puluh asam amino yang dikode secara 
genetik, selenosistein tidak dikode oleh kodon tiga-huruf biasa (lihat 
Bab 27). 
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BAB 3: ASAM AMINO & PEPTIDA / 1 5 


Tnbel 3-1. Asam I -a-Amino yang terdapat dalam protein 


Nama Simbol 


Dengan Rantai Samping Alifatik 
Glisin 


Gly 
Alanin IG 
Valin Ala 
(AJ 
Leusin 
Val 
Isoleusin 
Dengan Rantai Samping yang 
Serin Ser ISI 
Treonin Thr (TJ 


-Dengan Rantai Samping yahg 


Sistein Cys ICI 


Metionin Met 


Dengan Rantai Samping yang 


Asam aspartat Asp 
Asparagin IDJ 
Asam glutamat Asn 


Rumus Struktur 


2,4 


H—CH — 
COOI 
NH, 2,4 


CH,“ CH -COO" 
NH,! 2,2 


Hscg 
CH-CH - 


2,3 
COO H,C NH," 
HC 


CH — CH, —CH— 
COO 1/4 


HC NH, ai 


CH, 
CH, 


CH-CH-COO 
CH, NH," 


Mengandung Gugus Hidroksil (OH) 


9,8 


9,9 


9,7 


9,7 


9,8 


CH.-CH—COO- 53 


OH NE," 
CH - CH-CH-COO 2,1 
111 4 
OH NEj 


Lihat bawah. 


Tu -CH -COO 19 
NH," 


2,1 
-CH -COO 
NH - 


Mengandung Gugus Asam atau Amidanya 
"OOC— CH-CH Ba 2, 
NH3" 


H,N-C- CH3-CH — COO 
Oo NH, 


Ooc— CH,— CH, TCH 5C00 2,1 


9,2 


9,1 


9,3 


9,9 


9,5 


Gugus R 


sekitar 


8,3 


3,9 


4,1 


(dilanjutkan) 
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BAB 3: ASAM AMINO & PEPTIDA / 717 


Tabel 3-1. Asam L-a-Amino yang terdapat dalam protein, (lanjutan) 


Glutami 


Gin (OA H.N- C- CH, — CH, — CH -COO" -- dada 
fe) NH. 
Dengan Rantai — Samping yang Mengandung Gugus Basa a-COOH Si P & 
2 & - ugus 
Arginin Arg IR 
21 H- N-CH, -CH, -CH, -CH C - 1,8 Jua 12,5 
9,0 
NH," NH) 
NH 
Lisin Lys 
CH, —CH, —CH, -CH, -£ CH 22 10,8 
9.2 
NH, NH/ 
Histidir IKI 
-CH,ECEF G0O! 93 6,0 
I 5 
HNAN NH/ 
Mengandung Cincin Aromatik 
Histidin . 
His Lihat atas. 
Fenilalanin iHj 
ACH, - CH COO- 2,2 12 
Tiros in Tyr (VI 
22 9.1 10,1 
HO CH, #CH—COO' 
NH/ 
Tripfofan Trp IwJ 
2,4 9,4 
CL rrCH, —CH —COO" 
1 
Asam Imino 
Prolin Pro (PJ 


Hanya Asam L-a-Amino yang 
Terdapat dalam Protein 


Dengan satu-sacunya pengecualian glisin, karbon-a asam amino 
bersifat chiral. Meskipun sebagian asam amino protein bersifat 
dekstrorotatorik dan sebagian levorotatorik, semuanya memiliki 
konfigurasi mutlak L-gliseraldehida dan karenanya merupakan 
asam L-a amino. Beberapa asam L-a amino bebas memiliki peran 
penting dalam proses metabolik. Contohnya adalah ornitin, 
sitrulin, dan argininosuksinat yang ikut serta dalam sintesis urea, 
tirosin dalam pembentukan hormon tiroid, dan glutamat dalam 
biosintesis neurotransmiter. Asam D-amino yang terdapat secara 
alami antara lain adalah D-serin dan D-aspartat bebas dalam 
jaringan otak, D-alanin dan D-glutamat dalam 


Acoo- 20 10,6 


dinding sel bakteri gram-positif, dan asam D-amino dalam peptida sebagian 


nonmamalia dan antibiotik tertentu. 


Asam Amino Dapat Memiliki Muatan Netto Positif, 
Negatif, atau Nol 


Bentuk-bentuk bermuatan atau tidak bermuatan gugus asam lemah yang dapat 
terionisasi -COOH dan —NH/ terdapat dalam larutan dalam kesetimbangan 


protonik: 


R—COOH R—COO 4 Hs 
R—NH3' R—NH, # H" 


Meskipun R—COOH dan R—NH/ adalah asam lemah, namun R—-COOH adalah 


asam yang jauh lebih kuat dari- 
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Oo 3 @) 
H A 
S-oH ai » 
: 
Dalam asam kual (pH PH sekitar 3, 


N pK,z2,09 
NH," 
HO 
le) Oo 
kurang dari 1), muatan muatan netto — 0 


(a-COOH) NH," 
A B 
netto — #1 


Gambar 3-1. Kesetimbangan protonik asam aspartat. 


pada R—NH/ Pada pH faali (pH 7,4), gugus karboksil hampir 
seluruhnya berada dalam bentuk R—COO dan gugus amino 
terutama sebagai R—NH/ Gambar 3-1 memperlihatkan efek pH 
pada asam aspartat bermuatan. 

Molekul yang mengandung gugus terionisasi dengan 
muatan berlawanan yang setara sehingga tidak memiliki muatan 
netto disebut zwitterion. Oleh karena itu, asam amino dalam 
darah dan kebanyakan jaringan seyogianya direpresentasikan 


seperti pada A. berikut ini. 


Struktur B tidak dapat berada dalam larutan air karena pada 
setiap pH yang cukup rendah untuk menimbulkan protonasi 
gugus karboksil, gugus amino juga akan terproronasi. Demikian 
juga, pada setiap pH yang cukup tinggi bagi gugus amino tidak 
bermuatan untuk mendominasi, akan terdapat gugus karboksil 
sebagai R—COO'. Namun, representasi tidak bermuatan B 
(atas) sering digunakan untuk reaksi yang tidak melibatkan 
keseimbangan protonik. 


R R 
N-H Ll 
N 
/ 
R R R 
I | 
1 ONH 
NH Na 
I 1O- | 
Te C-NH, C- 
1 NH 
ONH, NE, , 


Gambar 3-2. Hibrid resonansi dari bentuk-bentuk berproton gugus R histidin 
clan arginin. 


pK.z9,82 


(B-COOH) NH," (—NH») Naa 
ox ko) 


le) Oo 


pH sekitar 6-8, 


Dalam basa kuat (pH 
muatan notto — -1 


di atas 11), muatan 
netto — -2 


Nilai pfC. Menggambarkan Kekuatan Asam 
Lemah 


Kekuatan asam dari asam lemah dinyatakan sebagai p/f. Untuk 
molekul dengan banyak proton yang dapat tcrurai, pA” untuk 
masing-masing gugus asam ditandai dengan menempatkan huruf 
bawah “subscript) ”a” dengan satu angka (Tabel 3-1). Gugus 
imidazol pada histidin dan gugus guanidino pada arginin 
terdapat sebagai hibrid resonansi dengan muatan positif yang 
terdistribusi di antara kedua nitrogen (histidin) atau kctiga 
nitrogen (arginin) (Gambar 3-2). Muatan netto suatu asam 
amino—jumlah aljabar semua gugus yang bermuatan negatif dan 
positif yang ada —bergantung pada nilai pK gugus-gugus 
fungsionalnya dan pada pH medium sekitar. Pengubahan muatan 
pada asam amino dan turunannya dengan mengubah pH akan 
mempermudah pemisahan asam amino, peptida, dan protein 
secara fisik (lihat Bab 4). 


Pada pH Isoelektriknya (pl), Suatu Asam Amino 
Tidak Memiliki Muatan Netto 


Spesies isoelektrik adalah bentuk suatu molekul yang / ai 
muatan positif dan negatifnya setara sehingga netral (ara ee tris. 
PH isoelektrik juga disebut pi adalah pH di 
I TSC 98a an antara mna Gj kedua sisi spesies isoelektrik. ntu « suatu 
asam amino seperti alanin yang hanya memiliki 
»M0Hr, TPF terdapat Ai guitas. pK pertama o ro “ “adalah ) 35 dan 
pK kedua (R—NH,”) adalah arena itu, pH isoelektrik (pi) alanin 
adalah 


pI-PjAitPA2 2,35 49,69 22 


asam polifungsional, pi juga merupakan pH di pertenga 
an antara nilai-nilai pK di kedua sisi spesies oiom | Contohnya, 


pi untuk asam aspartat adalah 


p- PgitP”2 2,09 3,96 
22 
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Untuk lisin, pi dihitung dari: 


pK24tpK3 
H2 


Perhitungan serupa berlaku untuk semua asam poliprotik (mis. 
protein), berapapun jumlah gugus disosiatif yang ada. Di 
laboratorium klinik, pengetahuan tentang pi memberi petunjuk 
dalam memilih kondisi untuk melakukan pemisahan 
elektroforetik. Contohnya, elektroforesis pada pH 7,0 akan 
memisahkan dua molekul dengan nilai pi 6,0 dan 8,0, karena 
pada pH 7,0 molekul dengan pi 6,0 akan memiliki muatan 
positif netto, dan molekul dengan pi 8,0, muatan negatif netto. 
Hal serupa berlaku dalam pemisahan kromatografik pada 
medium penopang ionik, misalnya DEAE selulosa (lihat Bab 4). 


N5lai pK, Bervariasi Sesuai Lingkungan 


Lingkungan pada suatu gugus yang dapat terurai memengaruhi 
p/f gugus tersebut. Karena itu, nilai pX gugus R asam amino 
bebas dalam larutan air (label 3-1) hanya memberikan perkiraan 
tentang nilai pA' asam amino yang sama jika terdapat dalam 
protein. Lingkungan polar menguntungkan bentuk bermuatan 
(R—COO' atau R— NH3"), dan lingkungan nonpolar 
menguntungkan bentuk yang tidak bermuatan (R—COOH atau 
R—NH,). Karena itu, lingkungan nonpolar meningkatkan p/f 
gugus karboksil (menyebabkannya menjadi asam yang lebih 
lemah), tetapi menurunkan pAT gugus amino (menyebabkannya 
menjadi asam yang lebih kuat). Adanya gugus-gugus bermuatan 
di sekitar dapat memperkuatatau menekan efekpelarut. Dengan 
demikian, p7XT, suatu gugus fungsional akan bergantung pada 
iokasinya di dalam suatu protein. Variasi pAT dapat meliputi 
seluruh unit pH (Tabel 3-2). Nilai pAT yang menyimpang dari 
nilai yang tercantum hingga 3 unit/satuan pH sering terjadi di 
bagian aktif enzim. Contoh ekstrem, asam aspartat 


Tabel 3-2. Kisaran tipikal nilai pK” untuk gugus 
yang dapat terionisasi dalam protein. 


Gugus Terdisosiasi Kisaran pK 

a-Karboksil 3,5- 4,0 

Non-a COOH Asp atau Glu 4,0-4,8 
Imidazol His 6,5-7,4 
SH Cys 8,5-9,0 
OH Tyr 9,5-10,5 
a-Amino 8,0-9,0 
e-Amino Lys 9,8-10,4 
Guanidinium Arg -—12,0 


tioredoksin yang terbenam, memiliki pA di atas I—yaitu pergeseran 
yang melebihi 6 satuan pi 1! 


Kelarutan Asam Amino Mencerminkan Sifat 
loniknya 


Gugus fungsional bermuatan pada asam amino menjamin bahwa 
asam tersebut mudah dilarutkan oleh—dan karenanya larut dalam— 
pelarut polar, misalnya air dan etanol, tetapi tidak larut dalam 
pelarut nonpolar, misalnya benzena, heksana, atau eter. 

Asam amino tidak menyerap sinar tarnpak dan karenanya tidak 
berwarna. Namun, tirosin, fenilalanin, dan terutama triprofan 
menyerap sinar ultraviolet dengan panjang gelombang tinggi (250- 
290 nm). Oleh karena itu, triptofan berperan besar dalam 
kemampuan sebagian besar protein menyerap sinar dalam regio 280 
nm. 


GUGUS cc-R MENENTUKAN SB FAT 
ASAM AMBND 


Karena glisin asam amino terkccil yang dapat terakotno- dasi di 
tempat-tempat yang tidak dapat diakses oleh asam amino lain, asam 
amino ini sering terdapat di tenipat peptida menekuk secara tajam. 
Gugus R hidrofobik alanin, va- lin, leusin, dan isoleusin serta gugus 
R aromatik fenilalanin, tirosin, dan triptofan biasanya terutama 
terdapat di bagian interior protein sitosol. Gugus R bermuatan pada 
asam amino basa dan asam menstabilkan konformasi protein 
spesifik melalui interaksi ionik, atau ikatan garam. Ikatan-ikatan ini 
juga berfungsi dalam sistem “penghantaran muatan (charge relay)" 
sewaktu katalisis enzimatik dan pemindahan elektron dalam 
mitokondria yang melakukan respirasi. Histidin berperan unik 
dalam katalisis enzimatik. pK proton imidazol- nya memungkinkan 
zat ini berfungsi pada pH netral sebagai katalis basa atau asam. 
Gugus alkohol primer pada serin dan gugus tioalkohol primer (— 
SH) pada sistein adalah nukleofil yang sangat baik dan dapat 
berfungsi sedemikian sewaktu katalisis enzimatik berlangsung. 
Namun, gugus alkohol sekunder pada treonin, meskipun merupakan 
nukleofil yang baik, tidak melakukan peran serupa dalam katalisis. 
Gugus —OH pada serin, tirosin, dan treonin juga ikut serta dalam 
regulasi aktivitas enzim yang aktivitas katalitiknya bergantung pada 
keadaan fosforilasi residu-residu ini. 


GUGUS FUNGSIONAL MENENTUKAN REAKSI 
KIMIA ASAM AMINO 


Masing-masing gugus fungsional pada sebuah asam amino 
memperlihatkan semua reaksi kimia khasnya. Untuk gugus asam 
karboksilat, reaksi-reaksi ini mencakup pembentukan ester, amida, 
dan anhidrida asam, untuk gugus amino, 
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asilasi, amidasi, dan esterifikasi, dan untuk gugus -OH dan -SH, 
oksidasi dan esterifikasi. Reaksi terpenting asam amino adalah 
pembentukan ikatan peptida (diarsir). 


HN H Oo 
N Oo 
N 
Oo HP Oo 
SH 
bea AA —y— 5? : ng P) 
Alanil Sistoinil Valin 


Sekuens Asam Amino Menentukan 
Struktur Primer 


Jumlah dan ururan semua residu asam amino dalam suatu 
polipeptida menentukan struktur primernya. Asam-asam amino 
yang terdapat di dalam peptida disebut residu aminoasil dan 
dinamai dengan mengganti akhiran -at atau -in asam amino 
bebas dengan -if (mis. alanil, aspartil, tirosil). Peptida kemudian 
diberi nama sebagai turunan residu aminoasil terminal karboksil. 
Contohnya, Lys-Leu- Tyr-GIn dinamai lis/Y-lcus/Y-tiros//- 
glutam/w. Akhiran —in pada glutamin menunjukkan bahwa 
gugus a-karboksilnya tidak terlibat dalam pembentukan ikatan 
peptida. 


Struktur Peptida Mudah Digambar 


Awalan seperti fri- atau okta- masing-masing menunjukkan 
peptida dengan tiga atau delapan residu, dan bukan peptida 
dengan tiga atau delapan ikatan peptida. Berdasarkan perjanjian, 
peptida ditulis dengan residu yang memiliki gugus amino-a 
bebas di kiri. Untuk menggambar sebuah peptida, gunakan 
zigzag untuk mewakili rantai utama atau backbone. Tambahkan 
atom-atom rantai utama, yang terdapat dalam urutan berulang: 
nitrogen-a, karbon-a, karbon karbonil. Sekarang tambahkan 
sebuah atom hidrogen ke masing- masing karbon-a dan ke 
masing-masing nitrogen peptida, dan sebuah oksigen ke karbon 
karbonil. Yang terakhir, tambahkan gugus R yang sesuai 
(diarsir) untuk masing- masing atom a-karbon. 


Ca N C 
OH,C H 
ITA/ H 
“H3 C. CN coo" y1 M 
N A NCC 
HH CH.. 
H CH 
OH 
“OOC 


Singkatan tiga-huruf yang disatukan oleh garis lurus 
mencerminkan struktur primer yang jelas. Untuk singkatan satu- 
huruf, garis ditiadakan. 
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Glu-Ala-Lys-Gly-Tyr-Ala 
EAKGYA 


Beberapa Peptida Mengandung Asam 
Amino Tak-lazim 


Pada mamalia, hormon peptida biasanya hanya mengandung 
asam amino-a protein yang disatukan dengan ikatan peptida 
standar. Namun, peptida lain dapat mengandung asam amino 
nonprotein, turunan asam amino protein, atau asam amino yang 
disatukan dengan ikatan peptida atipikal. Contohnya, terminal 
amino glutamat pada glutation yang ikut serta dalam pelipatan 
protein dan dalam metabolisme xenobiotik (Bab 52), berikatan 
pada sistein melalui suatu ikatan peptida non-a (Gambar 3-3). 
Terminal amino glutamat pada thyrotropin-releasing hormone (1 
RH) mengalami siklisasi menjadi asam piroglutamat, dan gugus 
karboksil pada residu prolil terminal karboksil mengalami 
amidasi. Peptida-pcptida yang dikcluarkan oleh jamur, bakteri, 
dan hewan tingkat rendah dapat mengandung asam amino 
nonprotein. Antibiotik tirosidin dan gramisidin S adalah peptida 
siklik yang mengandung D-fenilalanin dan ornitin. Opioid 
heptapeptida dermorfin dan deltoforin di kulit katak pohon 
Amerika Selatan mengandung D-tirosin dan D-alanin. 


Peptida adallah Polielektrolit 


Ikatan peptida tidak bermuatan pada semua pH fisiologis. Oleh 
karena itu, pembentukan peptida dari asam amino disertai oleh 
kehilangan netto satu muatan positif dan satu muatan negatif per 
ikatan peptida yang terbentuk. Bagaimanapun, peptida memiliki 
muatan pada pH fisiologik karena gugus terminal karboksil dan 
aminonya, dan jika ada, gugus R asam atau basanya. Sama halnya 
pada asam amino, muatan netto pada peptida bergantung pada pH 
lingkungannya dan pada nilai pAf, gugus-gugus disosiatifnya. 


SH 
I 
CH 
I 
CH 
CH, Cc CH, 
Is I 1 
CH. I COO' 
I & NAN 
H —C —NH 
I 
COCT 


Gambar 3-3. Glutation (y-glutamil-sisteinil-glisin). Perhatikan ikatan peptida 
non-a yang menghubungkan Glu dengan Cys. 
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Ikatan Peptida Memiliki Karakter 
Ikatan-Rangkap Parsial 


Meskipun peptida ditulis seolah-olah atom-atom a-karboksil 
dan a-nitrogen dihubungkan oleh ikatan tunggal, namun 
ikatan ini pada kenyataannya memperlihatkan karakter 
ikatan-rangkap parsial: 


O 
1 0 


NG: 


H 


Oleh karena itu, pada sebuah ikatan peptida tidak terdapat 
kebebasan rotasi di sekitar ikatan yang menghubungkan 
karbon karbonil dan nitrogen. Akibatnya, keempat atom 
berwarna pada Gambar 3-4 bersifat koplanar. Sifat ikatan 
peptida yang agak kaku ini memiliki konsekuensi penting untuk 
pembentukan struktur protein dengan ordo yang lebih tinggi. 
Tanda panah melingkar (Gambar 3-4) menunjukkan rotasi 
bebas di sekitar ikatan-ikatan lain di rantai utama polipeptida. 


Gaya Nonkovalen Membatasi 
Konformasi Peptida 


Pelipatan suatu peptida mungkin terjadi bersamaan dengan 
biosintesisnya (lihat Bab 38). Konformasi yang aktif secara 


0,36 nm 


Gambar 3-4. Dimensi dari sebuah rantai polipeptida yang diregang- kan 
secara penuh. Empat atom ikatan peptida (berwarna abu-abu) bersifat 
koplanar. Atom-atom yang tidak diwarnai adalah atom a-karbon, atom a- 
hidrogen, dan gugus a-R asam amino yang ber- sangkutan. Rotasi bebas 
dapat terjadi mengelilingi ikatan yang menghubungkan a-karbon dengan 
a-nitrogen dan dengan a-karbo-' nil karbon (tanda panah tebal). Karena itu, 
rantai polipeptida yang teregang ini adalah struktur setengah kaku dengan 
dua pertiga atom rantai utama tertahan dalam hubungan planar tetap satu 
sama lain. Jarak antara atom-atom a-karbon-yang berdekatan adalah 0,36 
nm (3,6 A). Juga diperlihatkan jarak antaratom dan sudut ikatan, ypng 
tidak ekivalen. (Digambar dan diproduksi ulang dengan izin dari Pauling L, 
Corey LP, Branson HR: The structure of proteins: Two hydrogen-bonded 
helical configurations of the polypeptide chain. Proc Natl Acad Sci USA 
1951,37:205.) 


fisiologis mencerminkan kontribusi kolektif sekuens asam amino, 
hambatan sterik, dan interaksi nonkovalen (mis. ikatan hidrogen, 
interaksi hidrofobik) antara residu. Konformasi umum antara 
Iain adalah 1cm bar a-hcliks dan P-pleated (lihat Bab 5). 


ANALISIS KANDUNGAN ASAM AMINO PADA MATERI 
BIOLOGIS 


Untuk menentukan identitas dan kuantitas masing-masing asam 
amino dalam sampel materi biologis, mula-mula hidrolisis ikatan 
peptida yang menyatukan asam-asam amino perlu dilakukan 
dengan pemberian HCI panas. Campuran asam amino bebas yang 
terbentuk kemudian diberi 6-amino- AMiidroksisuksinimidil 
karbamat yang bcreaksi dengan gugus a-amino untuk membentuk 
turunan Huorcsen yang dipisahkan dan diidentifikasi dengan 
menggunakan high- pressure liguid chromatography (kromatografi 
cair bcrtekanan- tinggi, lihat Bab 4). Ninhidrin, yang juga 
digunakan secara luas untuk mendeteksi asam amino, membentuk 
suatu produk berwarna ungu dengan asam a-amino dan addtict 
(additionproduct) berwarna kuning dengan gugus imin dari prolin 
dan hidroksiprolin. 


RINGKASAN 


Baik asam D-amino maupun asam non-a-amino terdapat di alam, 
tetapi hanya asam L-a-amino yang terdapat di protein. 

Semua asam amino memiliki paling tidak dua gugus 
fungsional asam lemah, R—NH”“ dan R—COOH. Banyak 
asam amino yang juga memiliki gugus fungsional asam lemah 
lain, misalnya gugus —OH, —SH, guanidino, atau gugus 
imidazol. 

Nilai psemua gugus fungsional pada suatu asam amino 
menentukan muatan nettonya pada pH tertentu. pi adalah pH 
dari suatu asam amino yang tidak memiliki muatan netto dan 
karenanya tidak bergerak dalam medan listrik arus searah 
Dari berbagai reaksi biokimia asam amino, yang terpenting 
adalah pembentukan ikatan peptida. 

Gugus R asam amino menentukan fungsi biokimia khas 
masing-masing. Asam amino diklasifikasikan sebagai basa, 
asam, aromatik, alifatik, atau mengandung-sulfur berdasarkan 
sifat gugus R-nya. 

Peptida diberi nama berdasarkan jumlah residu asam amino 
yang ada, dan turunan residu terminal karboksil. Struktur 
primer suatu peptida adalah sekuens 
aminonyayang dimulai dari residu terminal amino. 


asam-asam 


Sifat ikatan-rangkap parsial pada ikatan yang 
menghubungkan karbon karbonil dan nitrogen pada suatu 
peptida menyebabkan keempat atom ikatan peptida 
tersebut bersifat koplanar dan membatasi jumlah 
kemungkinkan konformasi peptida. 
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Protein: Penentuan Struktur Primer 


Peter J. Kennelly, PhD & Victor W. Rodwell, PhD 


PERAN BDOMEDIS 


Protein adalah makromolekul yang secara fisik dan fungsional 
kompleks yang melakukan beragam peran penting. Suatu jaringan 
protein internal, sitoskeleton (Bab 48), mem- pertahankan bentuk 
dan integritas fisik sel. Filamen aktin dan miosin membentuk 
perangkat kontraksi otot (Bab 48). Hemoglobin mengangkut 
oksigen (Bab 6), sementara antibodi dalam darah mencari benda 
asing yang masuk (Bab 49). Enzim mengatalisis reaksi yang 
menghasilkan energi, membentuk dan menguraikan biomolekul, 
mereplikasi dan menerjemah- kan gen, mengolah mRNA, dsb 
(Bab 7). Reseptor memungkinkan sel mengindera dan berespons 
terhadap rangsang hor- mon dan lingkungan (Bab 41 dan 42). 
yang 
mencerminkan siklus hidup organisme tempat protein itu berada. 


Protein mengalami perubahan fisik dan fungsional 


Protein biasanya ”lahir” saat translasi (Bab 37), mengalami 


pematangan melalui pengolahan pascatranslasi misalnya 
proteolisis parsial (Bab 9 dan 37), berada secara berselang-seling 
dalam bentuk aktif dan istirahat melalui intervensi faktor-faktor 
(Bab 9), 


deamidasi, dsb (Bab 51), dan mati setelah dturaikan menjadi 


regulasi mengalami penuaan melalui oksidasi, 
asam-asam amino komponennya (Bab 29). Tujuan utama ilmu 
kedokteran molekular adalah mengidentifikasi protein dan proses- 
proses dalam siklus hidupnya yang keberadaan, ketiadaan, atau 
defisiensinya berkaitan dengan keadaan fisiologis atau penyakit 
tertentu (Gambar 4-1). Sekuens primer suatu protein merupakan 
suatu sidik-jari molekular untuk mengidentifikasi dan mengetahui 
informasi protein yang bersangku- tan yang kemudian dapat 
digunakan untuk mengidentifikasi dan mengldoning gen (-gen) 


yang menyandinya. 


PROTEAN & PEPTIDA HARUS 
DIMURNIKAN SEBELUM DIANALISIS 


Untuk meneliti sifat-sifat fisik dan fungsional suatu protein secara 
rinci, diperlukan protein yang sangat murni. Sel mengandung 
ribuan protein yang berlainan, masing-masing dengan jumlah 
yang sangat bervariasi. Oleh karena itu, isolasi suatu protein 
spesifik dalam jumlah yang memadai 
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untuk dianalisis adalah suatu tantangan besar yang mungkin 
memerlukan beberapa teknik pemurnian secara bcituiutan. Berbagai 
pendekatan klasik memanlaatkan pci bedaan kelarutan relatif 
masing-masing protein sebagai iungsi p (pengendapan isoelektrik), 
polaritas (pengendapan cknt,an etanol atau aseton), atau konsentrasi 
garam (pcngg.uaman dengan amonium sulfat). Pemisahan 
kromatoguh memisahkan molekul-molekul antara dua lase, satu 
dapat bergerak dan yang lain diam. Untuk memisahkan asam amino 
atau gula, fase diam atau matriks dapat bciupa selembai, kertas 
saring (kromatografi kertas) atau lapisan tipis selulosa, silika, atau 
alumina (kromatografi hipis-tipis, thin layer chromatography, 
TL.C). 


Kromatografi Kolom 


Kromatografi kolom protein menggunakan suatu kolom (sebagai 
fase diam) yang mengandung selulosa, akrilamid, atau silika 
modifikasi berbentuk manik-manik kecil bulat y"uig permukaannya 
biasanya telah dilapisi oleh gugus fungsional kimia. Matriks fase 
diam ini berinteraksi 
hidrofobisitas, 


protein dimasukkan kc dalam ko lom dan fase cair (bergerak) 


dengan piotein berdasarkan muatan, 
dan sifat pengikatan-li gannya. Suatu campuran 


tersaring melaluinya. Sebagian kecil fase bergerak atau eluant 
dikumpulkan sewaktu keluai (Gambar 4-2). 


Kromatografi Parti si 


Pemisahan kromatografi kolom bergantung pada afinitas relatif 
berbagai protein terhadap fase diam tertentu c an terhadap fase 
bergerak. Ikatan antara setiap protein tan matriks bersifat lemah dan 
sementara. Protein yang berinteraksi lebih kuat dengan fase diam 
akan tertahan Icbi i lama. Lama waktu suatu protein berikatan 
dengan fase diam merupakan fungsi komposisi fase diam dan 
bergerak. Oleh karena itu, pemisahan optimal suatu protein dari 
protein lain dapat dicapai dengan memanipulasi komposisi kedua 
fase secara cermat. 
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AAAAA 2 Pelipatan SH 2 SH A 3 Pengolahan xS 8 
3 ND S3 
3 Vnl 1 
Vai Gin an 
Gin Phe I/ t 4 Modifikasi 
Phe Asp 2H 2e- kovalen (mis. 
Asp Met Mct-Asp-Pbe-GIn-Val asilasi asam 
Met 1 Sintesis lemak) 
: 2 @ 
TP ky PO His cu Pro Ala CS5 
Asn 
Ho Thr Cys Katalisis 


Produk Substrat 
7'Penuaan" (mis. KORuk Supra 


9 Penguraian oksidasi, 
deamidasi, de- I 
Ub natures!) 6 Pengaktifan 
Ub 5 Translokasi 
Ub 
Ub O 
(s'50 8 Ubikuitinasi s0 sU Banua s & 
Cs? KS 8 
Membran 


Camtar 4-1. Diagram siklus hidup suatu protein hipotetis. .1) Siklus hidup dimulai dengan sintesis di ribosom suatu rantai polipeptida yang 

jepir prime,nya ditentukan oleh mRNA. (2. Seiring dengan, herlanjutnya sintesis. polipeptida mu a, mengalam, P pelipatan Em der 3e ea Pr mu 
corel NNmINusan protco Tik sekuens endapan eader seguence) 

t- Anas as inva warna terang). 3) “Elia dapat dari proses lam seperti pLmuius.m | 

koniormasi iisimy i/ n vwlitik- isi kova en sc amutnya sebagai contoh akan Lean 

m iprminal (warna ue apa au pembentukan ikarari disulfida (S—S). (4) ModiriKasi kov.iicii Jr f 

/v-terminaMwaiuci i,-limnrlifikasi in kc membran. 6) Pengika an kc suatu efek or 

Flr-MLMn sebuah mo ckul asam lemak untuk (5) translokasi belal yang telah dimoaitiKasi n.Ki.u h 

ocngan am—m—. is s aktif (7) Seirmg dengan waktu, protein mengalami 

glostesikklinakkeara nebwrWkiinYWWBlap'dapat-memicuadopsi AA! yang-secara KaidiibisciRn. 


kerusakan akibat proses kimiawi, deamidasi, atau denalurasi, dan (8) mungkin "dilabel" oleh melekatnya beberapa molekul ubikuitin (Ub) 


secara kovalen. (9) Protein yang telah mengalami ubikuitinasi ini kemudian diuraikan menjadi asam-asam amino komponennya yang dapat 
kembali digunakan unluk membentuk protein-protein baru. 


Kromatografi Eksklusi Ukuran kinkan protein yang diinginkan berikatan dengan fase-diam 


sedemikian kuat sehingga koefisien partisinya mendekati satu. 


Kromatografi eksklusi ukuran—atau filtrasi gel—memisahkan Molekul-molekul yang tidak melekat mula-mula dielu- si 


protein-protein berdasarkan radius Stokes protein tersebut, yaitu (eluted) dan dibuang. Protein kemudian secara sekuensial 


garis tengah bola yang ditempati protein ini sewaktu masuk dibebaskan dengan mengganggu gaya-gaya yang menstabilkan 


dalam larutan. Radius Stokes adalah fungsi dari massa dan kompleks fase diam-protein, terutama dengan menggunakan 


bentuk molekul. Protein berbentuk memanjang menempati 


gradien konsentrasi garam. Komposisi fase bergerak diubah 


volume yang lebih besar dibandingkan protein bulat dengan secara bertahap sedemikian sehingga molekul dibebaskan secara 


massa setara. Kromatografi eksklusi ukuran menggunakan 


| | | : mag! selektif sesuai urutan penurunan afinitasnva terhadap fase diam. 
manik-manik berpori (Gambar 4-3). Pori-pori ini analog dengan 


indentasi (cekungan) di tepi sungai. Sewaktu obyek bergerak ke Kromatografi Pertukaran Ion 


arah hilir, obyek yang masuk ke cekungan akan tertahan sampai P . . . : . 
: : Pen Pada kromatografi pertukaran ion, protein-protein berinteraksi 
obyek tersebut mengalir balik ke arus utama. Demikian juga, 


: i dengan fase diam melalui interaksi antarmuatan. Protein dengan 
protein dengan radius Stokes yang terlalu besar untuk masuk ke si si 


sa # 25 
pori (protein yang tereksklusi) tetap berada dalam fase bergerak an Besa SU sin oa 


Tana Mere aa ma diasah onta Sambi obat manik dengan gugus fungsional bermuatan negatif, misalnya 


memasuki pori (protein yang terinklusi). Oleh karena itu, protein Karbol Datu Bali menua Tato Demian joe pekan 


muncul dari kolom filtrasi gel sesuai urutan penurunan radius dengan muatan negatif netto melekat pada manik-manik dengan 


Stokesnya gugus fungsional bermuatan positif, biasanya amin tersier atau 


kuaterner (penukar anion). Protein yang bersifat polianion, 
Kromatografi Absorpsi 


Pada kromatografi absorpsi, campuran protein dimasukkan ke 


bersaing dengan ion-ion monovalen untuk berikatan dengan fase 
diam sehinggga 


suatu kolom yang berada dalam kondisi yang memung 
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Ct 


Gambar 4-2. Komponen perangkat kromatografi cair sederhana. R: Reservoar cairan fase bergerak, yang disalurkan karena gravitasi atau dengan menggunakan pompa. 
C: Kolom kaca atau plastik yang mengandung fase diam. F: Kolektor fraksi untuk mengumpulkan bagian- bagian, yang disebut fraksi, cairan pengelusi di tabung-tabung 


reaksi terpisah. 


EL) 


muncul istilah "pertukaran ion.” Sebagai Contoh, protein 
mengikat dietilaminoetil (DEAE) selulosa dengan meng- ganti ion 
pesaing (biasanya CI' atau CH/“COO ) yang me- netralkan amin 
berproton. Protein yang terikat akan digeser secara selektif dengan 
peningkatan bertahap konsentrasi ion monovalen dalam fase 
bergerak. Kekuatan protein untuk mengelusi berbanding terbalik 
terhadap kekuatan interaksi- nya dengan fase diam. 

Karena muatan netto pada suatu protein ditentukan oleh pH 
(lihat Bab 3), elusi sekuensial protein dapat dicapai dengan 
mengubah pH fase bergerak. Alternatifnya, suatu protein dapat 
menjalani kromatografi pertukaran ion ber- turutan beberapa kali, 
masing-masing pada pH yang ber- beda, sedemikian rupa sehingga 
protein yang ber-ko-elusi pada satu pH akan mengelusi pada 
konsentrasi garam yang berbeda dan pada pH yang lain. 


Kromatografi (Interaksi Hidrofobik 


Kromatografi interaksi hidrofobik memisahkan protein berdasarkan 


kecenderungannya berikatan dengan suatu matriks 


fase diam yang telah dilapisi oleh gugus hidrofobik (mis. fenil 
Sepharose, oktil Sepharose). Protein dengan permukaan hidrofobik 
terpajan akan melekat pada matriks melalui interaksi hidrofobik yang 
meningkat jika digunakan fase bergerak dengan kekuatan ionik 
tinggi. Protein yang tidak melekat akan terbilas. Polaritas fase 
bergerak kemudian ditu- runkan secara bertahap dengan mengurangi 
konsentrasi garam. Jika interaksi antara protein dan fase-diam sangat 
kuat, dapat ditambahkan etanol atau gliserol ke fase bergerak untuk 
menurunkan polaritasnya dan semakin memperlemah interaksi 
hidrofobik. 


Kromatografi Afinitas 


Kromatografi  afinitas memanfaatkan tingginya  selektivitas 
kebanyakan protein terhadap ligannya. Enzim dapat dimurnikan 
dengan kromatografi afinitas dengan menggunakan substrat, produk, 
koenzim, atau inhibitor yang telah diimobilisasi. Secara teoretis, 
hanya protein yang berinteraksi dengan ligan yang telah diimobilisasi 
akan melekat. Protein yang terikat kemudian dapat dielusi melalui 


A 
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Gambar 4-3. Kromatografi eksklusi ukuran. A: Campuran molekul-molekul besar (kotak) dan molekul kecil (lingkaran) dimasukkan ke bagian atas suatu kolom 
filtrasi gel. B: Saat memasuki kolom, molekul kecil memasuki pori di matriks fase-diam, sedangkan molekul besar tidak demikian. C: Sewaktu fase bergerak mengalir 


ke bawah kolom, molekul besar akan ikut mengalir, sedangkan molekul kecil, yang secara temporer terlindung dari aliran ketika berada di dalam pori, semakin jauh 


tertinggal di belakang. 


kompetisi dengan ligan larut atau yang kurang selektif melalui 
pemutusan interaksi protein-ligan menggunakan urea, guanidin 
hidroklorida, pH yang sedikit asam, atau konsentrasi garam yang 
tinggi. Matriks fase-diam yang tersedia di pasaran mengandung 
ligan, seperti NAD' atau analog Al P. Matriks yang digunakan 
untuk memurnikan protein rekombinan yang telah dimodifikasi 
adalah matriks dengan afinitas yang paling kuat dan paling luas 
digunakan. Matriks tersebut antara lain matriks Nr“ yang 
mengikat protein dengan tag polihistidin dan matriks glutation 
yang mengikat protein rekombinan yang berhubungan dengan 
glutation S-transferase. 


Peptida Dimurnikan dengan Reversed- Phase 
High-Pressure Chromatography 


Matriks fase diam yang digunakan pada kromatografi kolom 
klasik adalah bahan berspons yang kompresibilitasnya membatasi 
aliran fase-bergerak. Kromatografi cair bertekanan tinggi (high- 
pressure liguid chromatography, HPLC) menggunakan manik- 
manik halus silika atau alumina yang tidak dapat dimampatkan 
sebagai fase diam dan tekanan hingga beberapa ribu psi. Matriks 
yang tidak dapat dimampatkan ini memungkinkan laju aliran yang 
tinggi dan peningkatan resolusi. HPLC dapat memisahkan 
campuran kompleks lipid atau peptida yang sifat-sifatnya hanya 
sedikit berbeda. Reversed-phase HPLC memanfaatkan pohrner 
alifatik dengan panjang 3-18 atom karbon sebagai fase diam 
hidrofobik. Campuran peptida dielusi dengan 
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menggunakan gradien pelarut organik yang dapat bercampur 


dengan air, misalnya asetonitril atau metanol. 


Kemurnian Protein Dinilai oleh Elektroforesis 
Gel Poliakrilamid 


Metode yang paling sering digunakan untuk menentukan 
kemurnian suatu protein adalah SDS-PAGE—elektroforesis gel 
poliakrilamid (polyacrylamide gel electrophoresis., PAGE) dengan 
menggunakan deterjen anionik natrium dodesil sulfat (sodium 
dodecyl sulfate, SDS). Elektroforesis memisahkan biomolekul- 
biomolekul bermuatan berdasarkan laju migrasi biomolekul 
tersebut dalam medan listrik. Pada SDS-PAGE, akrilamid 
mengalami polimerisasi — dan  pengikatan-silang — untuk 
menghasilkan matriks berpori. SDS mendenaturasi dan mengikat 
protein dengan perbandingan satu molekul SDS per dua ikatan 
peptida. Jika digunakan bersama 2- merkaptoetanol atau 
ditiotreitol untuk mereduksi dan me- mutus ikatan disulfida 
(Gambar 4-4), SDS memisahkan komponen polipeptida dari 
protein multimerik. Jumlah molekul SDS anionik yang besar, 
masing-masing bermuatan -l, di masing-masing polipeptida 
mengalahkan muatan yang ditimbulkan oleh gugus fungsional 
asam amino. Karena perbandingan muatan-terhadap-massa 
masing-masing kompleks  SDS-polipeptida — kira-kirasama, 
resistensi fisik yang dijumpai masing-masing peptida sewaktu 
bergerak melintasi matriks akrilamid menentukan laju migrasi. 
Karena kompleks besar menemui resistensi yang lebih besar, 
polipeptida-polipeptida akan terpisah berdasarkan massa molekul 


relatif polipeptida 
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Gambar 4-4. Pemutusan oksidatif ranlai-rantai polipeptida berdekatan yang 
disatukan dengan ikatan disulfida (berwarna gelap) oleh asam performat (kiri) 
atau pemutusan reduktif oleh p-merkaptoetanol (kanan) membentuk dua peptida 
yang masing- masing mengandung residu asam sisteat atau residu sisteinil. 


lu) 
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Xx 
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Gambar 4-5. Pemakaian SDS-PAGE untuk mengamati pemurnian suatu protein 
rekombinan secara berturut-turut. Gel dipulas dengan Coomassie blue. Tampak 
standar protein (lajur S) dengan massanya, ekstrak sel kasar (RE), sitosol (C), 
cairan supernatan berkecepatan tinggi (H), dan fraksi DF.AE-Sepharose (D). 
Protein rekombinan memiliki massa sekitar 45 kDa. 


tersebut (M).Setiap polipeptida yang terperangk.ip dalam gel 
akrilamiddivisualisasikan dengan pulasan /.it pcw.uni, seperti 
Coomassie blue (Gambar 4-5). 


Isoelectric Focusing (IEF) 


Untuk menghasilkan suatu gradien pH di d.il.im matriks poliakrilamid, 
digunakan penyangga ionik v.mg disebut amfolit (ampholytes) dan 
medan listrik. Protein akan bermigrasi sampai mencapai rcgio 
matriks tctnp.it pi I sama dengan tirik isoelektrik protein (pi), yaitu 
pi I saat muatan netto molekul nol. I El- digunakan bersama dengan 
SOS- IAGE untuk elektroforesis dua dimensi yang memisahkan 
polipeptida-polipeptida berdasarkan pi di satu dimensi dan berdasarkan 
M4 di dimensi kedua (CJambar 4-6). Elektroforesis dua dimensi sangat 
cocok untuk memisahkan komponen-komponen suatu campuran 
protein yang kompleks. 


SANGER ADALAH ORANG PERTAMA YANG 
MENENTUKAN SEKUENS SUATU 
POLIPEPTIDA 


Insulin matur terdiri dari rantai A 21-residu dan rantai B 30- residu 
yang dihubungkan dengan ikatan disulfida. Frederick Sanger 
mereduksi ikatan disulfida (Gambar 4-4), yang memisahkan rantai A 
dan B, dan memutus masing-masing rantai menjadi peptida-peptida 
yang lebih kecil dengan menggunakan tripsin, kimotripsin, dan 
pepsin. Peptida yang terbentuk kemudian diisolasi dan diberi asam 
untuk menghidrolisis ikatan peptida dan menghasilkan peptida dengan 
hanya dua atau tiga asam amino. Masing-masing peptida direaksikan 
dengan  -fluoro-2,4-dinitrobenzen — (ieagen Sanger) — yang 
menghasilkan turunan gugus a-amino yang terpajan pada residu 
terminal amino. Kemudian dilakukan pengukuran kandungan asam 
amino masing- masing peptida. Sementara gugus s-amino lisin juga 
bereaksi dengan reagen Sanger, lisin terminal-amino dapat dibedakan 
dari lisin di posisi lain karena lisin ini bereaksi dengan 2 mol reagen 
Sanger. Sanger, dengan merunut kc belakang ke fragmen yang lebih 
besar, dapat menentukan sekuens lengkap insulin, suatu pencapaian 
yang menyebabkannya dianugerahi hadiah Nobel pada tahun 1958. 


REAKSI EDMAN MEMUNGKINKAN 
SEKUENS PEPTIDA & PROTEIN 
DITENTUKAN 


Pehr Edman memperkenalkan fenilisotiosianat (reagen Edman) untuk 
secara selektif melabel residu terminal amino suatu peptida. Berbeda 
dari reagen Sanger, turunan 


pH -3 pH - 
IEF 10 -- 
“ut 
"AA 2 “ 
Aina 
SDS 
PAGE 


fcniltiohidantoin (P 1 H) dapat disingkirkan dalam kondisi ringan 
untuk menghasilkan residu terminal amino yang baru (Gambar 4- 
7). Oleh karena itu, derivatisasi berturut-turut dengan reagen 
Edman dapat digunakan untuk menentukan sekuens banyak residu 
dari satu sampcl peptida. Sementara 20-30 residu pertama dari 
suatu peptida mudah ditentukan dengan metode Edman, sebagian 
besar polipeptida mengandung beberapa ratus asam amino. Oleh 
karena itu, kebanyakan polipeptida mula-mula harus dipotong- 
potong menjadi peptida yang lebih kecil sebelum menjalani 
penentuan sekuens dengan cara 'Edman. Pemotongan ini juga 
mungkin harus dilakukan untuk mengatasi modifikasi 
pascatranslasi yang menyebabkan gugus a-amino protein 
”terhambat,” atau tidak bereaksi dengan reagen Edman. 

Biasanya perlu dihasilkan beberapa peptida dengan 
menggunakan lebih dari satu metode pemutusan. Hal ini 
mencerminkan inkonsistensi dalam jarak antara tempat- tempat 
pemutusan (secara kimiawi atau enzimatis) maupun perlunya set 
peptida-peptida yang sekuensnya tumpang- tindih sedemikian rupa 
sehingga kita dapat menyimpulkan dari sekuens polipeptida mana 
peptida tersebut berasal. Setelah pemutusan, peptida-peptida yang 
terbentuk kemudian dimurnikan dengan reversed-phase HPLC 
dan ditentukan sekuensnya. 


BIOLOGI MOLEKULAR MEMPERCEPAT 
PENENTUAN STRUKTUR PRIMER 


Pengetahuan tentang sekuens DNA memungkinkan kita 
menyimpulkan struktur primer polipeptida. Penentuan sekuens 
DNA hanya memerlukan sejumlah kecil DNA dan mudah 
menghasilkan sekuens ratusan nukleotida. 
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Gambar 4-f?. IEF-SDS-PAGE dua-dimensi. Gel dipulas dengan Coomassie 
blur. Suatu ekstrak bakteri mentah mula-mula menjalani isoelectric focusing 
(IEF) pada gradien pH 3-10. Gel IEF kemudian diletakkan secara horizontal di 
atas gel SDS, dan protein kemudian diuraikan lebih lanjut dengan SDS-PAGE. 
Perhatikan peningkatan pesat resolusi polipeptida-polipeptida dibandingkan 
dengan gel SDS-PAGE biasa (Gambar 4-5). 


Untuk mengldon dan mengetahui sekuens DNA yang mecnyandi 
protein tertentu, diperlukan beberapa cara untuk 
mengidcntifikasikan klon yang tepat, misalnya pengetahuan 
tentang sebagian sekuens nukleotidanya. Oleh karena itu, 
muncullah pendekatan hibrid. Penentuan sekuens cara Edman 
digunakan untuk menghasilkan sekuens asam amino parsial. 
Kemudian, digunakan primer oligonukleotida yang disesuaikan 
dengan sekuens parsial ini untuk mengidentifikasi klon atau 
memperbanyak gen yang sesuai dengan reaksi berantai polimerase 
(PCR) (lihat Bab 39). Jika klon DNA otentik telah berhasil 
diperoleh, sekuens oligonukleotidanya dapat ditcntukan dan kode 
genetik digunakan untuk menyimpulkan struktur primer 
polipeptida yang bersangkutan. 

Pendekatan hibrid ini meningkatkan kecepatan dan efisiensi 
analisis struktur primer dan ragam protein yang dapat ditcntukan 
sekuensnya. Teknik ini juga mengatasi kendala seperti adanya 
gugus penghambat terminal-amino atau ketiadaan peptida kunci 
yang tumpang-tindih. Hanya beberapa segmen dari struktur primer 
yang harus ditentukan dengan analisis Edman. 

Penentuan sekuens DNA mengungkapkan urutan bagaimana 
asam-asam amino ditambahkan kc rantai polipeptida yang baru 
sewaktu disintesis di ribosom. Namun, penentuan ini tidak 
memberikan informasi mengenai modifikasi pascatranslasi, 
misalnya pemrosesan proteolitik, metilasi, glikosilasi, fosforilasi, 
hidroksilasi prolin dan lisin, dan pembentukan ikatan disulfida 
yang menyertai pematangan protein. Untuk sementara, penentuan 
sekuens cara Edman dapat mendeteksi sebagian besar proses 
pascatranslasi, namun keterbatasan teknis sering menghambat 
identifikasi suatu modifikasi spesifik. 
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Gambar 4-7. Reaksi Edman. Fenilisotiosianat menghasilkan turunan residu 
terminal-amino sebuah peptida sebagai asam feniltiohidantoat. Pemberian asam 
dalam pelarut nonhidroksilat membebaskan sebuah feniltiohidantoin yang 
kemudian diidentifikasi berdasarkan mobilitas kromatografiknya, dan sebuah 
peptida yang lebih pendek satu residu. Proses ini kemudian diulang. 


SPEKTROMETRI MASSA MENDETEKSI 
MODIFIKASI KOVALEN 


Berkat sensitivitas, kecepatan, dan kegunaannya yang lebih baik, 


spektrometri massa (SM) telah menggantikan metode 
Edman sebagai «r vum Untuk menentukan sekuens peptida 


dan protein. Demikian juga, modifikasi pascatranslasi protein 

melalui penambahan atau pengurangan gugus karbohidrat, fosforil, 
hidroksil, atau gugus lain akan menambah atau mengurangi massa 
spesifik yang mudah diidentifikasi (Tabel 4-1). Oleh karena itu, 
spektrometri massa yang membedakan molekul hanya berdasarkan 
beratnya, dapat 


Tabel 4-1. Peningkatan massa akibat modiiikasi 
pascatranslasi yang umum. 


Modifikasi ! Peningkatan Massa (Da) 
Fosforilasi : 80 

Hidroksilasi 116 
Metilasi 114 

Asetilasi 42 
Miristilasi 1210 

Palmifoilasi 1 238 
Glikosilasi i 162 


mendeteksi perubahan fisik yang relatif ringan pada protein yang 
terjadi sewaktu siklus hidup sel atau organisme. Sampel dalam 
vakum diuapkan dalam kondisi saat protonasi dapat terjadi sehingga 
dihasilkan muatan positif. Kemudian medan listrik mendorong kation 
melalui suatu medan magnet yang incmbclokkan kation-kation 
tersebut tegak lurus dari a rah semula dan memfokuskannya ke suatu 
detektor (Gambar 

4- 8). Gaya magnet yang diperlukan untuk membelokkan lintasan 
masing-masing substrat ionik ke detektor yang diukur sebagai arus 
yang diaplikasikan kc clektromagnet direkam. Untuk ion-ion yang 
muatan nettonya idcntik, gaya ini setara dengan massanya. Pada 
spektrometcr massa time- of-flight, suatu medan listrik yang 
diaktifkan secara singkat akan mempercepat ion ke arah suatu 
detektor yang mencatat waktu saat masing-masing ion tiba. Untuk 
molckul yang 


Gambar 4-8. Komponen dasar spektrometer massa sederhana. Gimpuran molekul 
diuapkan dalam keadaan terionisasi dalam kamar sampel, S. Molekul-molekul ini 
kemudian dipercepat menelusuri tabung aliran oleh suatu potensial listrik yang 
diaplikasikan pada grid akselerator, A. Suatu elektromagnet yang dapat disesuaikan, 
E, memberikan medan magnet yang membelokkan perjalanan masing-masing ion 
sampai ion-ion tersebut menumbuk detektor, 

D. Semakin besar massa ion, semakin besar medan magnet yang diperlukan untuk 
memfokuskannya ke detektor. 


muatannya identik, kecepatan molekul-molekul tersebut— dan 
karenanya waktu yang diperlukan untuk mencapai detektor—akan 
berbanding terbalik dengan massanya. 

Spektrometcr massa konvensional umumnya digunakan untuk 
menentukan massa molckul sebesar 1000 Da atau kurang, 
sedangkan spektrometer massa time-of-fligbt cocok untuk 
menentukan massa protein yang besar. Analisis peptida dan 
protein dengan spektometri massa pada awalnya diperumitoleh 
kesulitan dalam mcnguapkan molekul organik besar. Namun, 
matrix-assisted laser-desorption (MALDI) dan cleetrospray 
dispersion (mis. nanospray) memungkinkan massa polipeptida 
yang besar sckalipun (100.000 Da) dapat ditentukan dengan 
tingkat keakuratan yang luar biasa (& 1 Da). Dengan menggunakan 
electrospray dispersion, peptida- peptida yang dikeluarkan dari 
kolom reversed-phase HPLC dimasukkan secara langsung ke 
dalam spektrometer massa untuk segera diketahui massanya. 

Peptida-peptida di bagian dalam spektrometcr massa dapat 
diuraikan menjadi satuan-satuan yang lebih kecil melalui 
tumbukan dengan atom helium netral (penguraian yang dipicu oleh 
tumbukan), dan massa masing-masing fragmen kemudian dapat 
ditentukan. Karena ikatan peptida j a uh lebih labil daripada ikatan 
antarkarbon, fragmen yang paling banyak akan berbeda satu sama 
lain sebesar unit yang ckuivalen dengan satu atau dua asam amino. 
Karena massa molckul masing-masing asam amino—kecuali 
leusin dan isoleusin—bersifat unik maka dari massa fragmen- 
fragmennya kita dapat merckonstruksi sekuens peptida. 


Spektrometri Massa Tandem 


Campuran peptida yang kompleks kini dapat dianalisis tanpa 
pemurnian terlebih dahulu dengan tandem mass spectrometry 
(spektrometri massa tandem) yang menggunakan ekuivalen dua 
spektrometer massa yang dihubungkan dalam rangkaian. 
Spektrometer pertama memisahkan masing-masing peptida 
berdasarkan perbedaan massanya. Dengan menyesuaikan kekuatan 
medan magnet pertama, suatu peptida dapat diarahkan ke dalam 
spektrometer massa kedua, tempat fragmen-fragmen dihasilkan 


untuk kemudian ditentukan massanya. 


Spektrometri Massa Tandem 
Dapat Mendeteksi Kelainan Metabolik 


Spektrometri massa tandem dapat digunakan untuk menapis 
sampel darah dari bayi baru lahir untuk melihat ada tidaknya dan 
konsentrasi asam amino, asam lemak, dan metabolit lain. Kelainan 
dalam kadar metabolit dapat digunakan sebagai indikator 
diagnostik untuk berbagai penyakit genetik, misalnya 
fenilketonuria, ensefalopati etilmalonat, dan asidemia glutarat tipe 
1. 
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GENOMIKA MEMUNGKINKAN KITA 
MENGIDENTIFIKASI PROTEIN DARI SEJUMLAH 
KECIL DATA SEKUENS 


Analisis struktur primer telah mengalami rcvolusi dengan adanya 
genomika, yaitu penerapan metode penentuan sekuens 
oligonukleotida secara otomatis serta pengambilan dan analisis 
data- terkomputcrisasi untuk mengctahui sekuens komplemen 
genetik lengkap suatu organisme. Sejak diketahuinya sekuens 
genom Haemophilus influenzae secara menyeluruh pada tahun 
1995, genom ratusan organisme lain telah berhasil diungkapkan. 
Jika sekuens genom diketahui, secara praktis tugas untuk 
mengctahui sekuens primer protein yang berasal dari DNA 
menjadi lebih sederhana. Pada hakikatnya, paruh kedua pada 
pendekatan hibrid telah selesai. Tugas yang rcrsisa hanyalah 
mencari informasi memadai untuk mengetahui open reading frame 
(ORF) yang menyandi protein, dari database genom yang dapat 
diakscs dari Internet dan mengidentifikasikannya. Pada sebagian 
kasus, suatu segmen sekuens asam amino yang memiliki panjang 
hanya empat atau lima residu sudah cukup untuk mengidentifikasi 
ORF yang tepat. 

Berbagai algoritme pencari terkomputerisasi telah membantu 
kita mengidentifikasi gen yang menyandi suatu protein. Pada 
penentuan profil massa peptida, contohnya suatu peptida 
diintroduksikan ke dalam spektrometer massa dan ukurannya 
ditentukan. Suatu komputer kemudian digunakan untuk 
menemukan suatu ORF yang perkiraan produk proteinnya akan 
menghasilkan satu set peptida dengan massa yang menyamai 
massa peptida yang diamati oleh spektrometer massa, jika 
perkiraaan produk protein tersebut diuraikan menjadi peptida- 
peptida dengan metode pemutusan yang dipilih. 


PROTEOMIKA & PROTEOM 


Tujuan Proteomika Adalah Mengidentifikasi 
Komplemen Keseluruhan Protein yang Dihasilkan oleh 
Suatu Sel dalam Berbagai Kondisi 


Meskipun sekuens genom manusia telah diketahui, namun 
gambaran yang diberikan oleh genomika saja bersifat statis dan 
belum lengkap. Proteomika (proteomics) bertujuan untuk 
mengidentifikasi komplemen protein keseluruhan yang dikeluarkan 
oleh sebuah sel dalam berbagai kondisi. Ketika gen 
”dihidupmatikan”, terjadi sintesis protein di jenis sel tertentu pada 
periode pertumbuhan atau diferensiasi tertentu, sebagai respons 
terhadap rangsang eksternal. Sel otot mengekspresikan protein yang 
tidak diekspresikan oleh sel saraf, dan jenis subunit yang terdapat di 
tetramer hemoglobin mengalami perubahan pra- dan pascapartum. 
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Banyak protein mengalami modifikasi pascatranslasi sewaktu 
pematangan menjadi bentuk yang secara fungsional kompeten 
atau sebagai suatu cara untuk mengatur sifat-sifat protein yang 
bersangkutan. Oleh karena itu, pengetahuan tentang genom 
manusia hanya mencerminkan awal dari tugas menjabarkan 
organisme hidup secara molekular dengan terperinci dan 
memahami dinamika berbagai proses, misalnya pertumbuhan, 
penuaan, dan penyakit. Karena tubuh manusia mengandung 
ribuan jenis sel yang masing- masing mengandung ribuan 
protein, proteom (proteome)— kumpulan semua protein yang 
diekspresikan oleh sebuah sel pada waktu tertentu—merupakan 
suatu tujuan yang dimensi nya cukup besar. 


Elektroforesis Dua-Dimensi & Gene Array Chips 
Digunakan untuk Menyurvei Ekspresi Protein 


Salah satu tujuan proteomika adalah mengidentifikasi protein 
yang tingkat ekspresinya berkorelasi dengan proses- proses medis 
penting. Anggapannya adalah bahwa protein yang hilang 
timbulnya berkaitan dengan kondisi fisiologis atau penyakit 
tertentu akan memberi petunjuk tentang penyebab dan 
mekanisme dasar kondisi atau penyakit yang bersangkutan. Untuk 
menentukan karakteristik proteom masing-masing jenis sel 
diperlukan isolasi dan identifikasi masing-masing protein dengan 
efisiensi yang tinggi. Saat ini pendekatan yang digunakan adalah 
dengan automasi robot untuk mempercepat persiapan sampel dan 
gel dua-dimensi besar untuk menguraikan protein-protein sel. 
Kemudian masing-masing polipeptida diekstraksi dan dianalisis 
dengan spektroskopi massa atau penentuan sekuens cara Edman. 
Sementara, hanya sekitar 1.000 protein yang dapat diuraikan pada 
satu gel, elektroforesis dua-dimensi memiliki keunggulan besar, 
yaitu metode ini melakukan sendiri pemeriksaan protein. 
Pendekatan alternatif yang sekaligus melengkapi adalah 
penerapan gene arrays, yang kadang disebut DNA chips untuk 
mendeteksi ekspresi mRNA yang menyandi protein. Sementara 
perubahan ekspresi mRNA yang menyandi suatu protein tidak 
selalu mencerminkan perubahan kadar protein yang 
bersangkutan,.namun gene arrays merupakan detektor yang lebih 
sensitif daripada gel dua-dimensi dan karenanya dapat memeriksa 
lebih banyak produk gen. 


Bioinformatika Membantu Kita 
Mengidentifikasi Fungsi Protein 


Saat ini, fungsi sebagian besar protein yang dikode oleh genom manusia 


belum diketahui. Pengembangan protein 


untuk secara langsung memeriksa fungsi potcnsial 
suatu protein secara massal masih bcrada dalam tahap awal. 
Namun, kemajuan terkini dalam bidang bioinformatika 
memungkinkan para peneliti mcmbandingkan sekuens- sekuens 
asam amino untuk menemukan petunjuk tentang sifatpotensial, 
peran fisiologis, dan mekanisme kerja protein. Algoritme 
memanfaatkan kecendcrungan alam untuk menggunakan variasi 
suatu tema struktural untuk melakukan fungsi serupa di 
beberapa protein (misalnya Rossmann nucleotide binding fold untuk 
mengikat NAI)I PJ H, nuclear targeting seguences, dan lengan EF 
untuk mengikat Ca""J. Domain-domain ini biasanya terdctcksi 
dalam struktur primer melalui konservasi asam amino tertentu 
di posisi- posisi kunci. Oleh karena itu, pemahaman tentang sifat 
dan peran fisiologis suatu protein yang baru ditemukan dapat 
diperkirakan dengan membandingkan struktur primernya 
dengan struktur primer protein yang telah diketahui. 


RINGKASAN 


Polimerpanjangasamaminoatau polipeptida merupakan unit 
struktural dasar dari protein, dan struktur protein 
memberikan petunjuk rentang mekanisme protein tersebut 
melaksanakan fungsinya. 

Protein, selama perjalanan hidupnya, mengalami perubahan 
pascatranslasi yang memengaruhi fungsi serta menentukan 
nasibnya 

Metode Edman umumnya telah diganti oleh spektrometri 
massa, suatu alat yang sensitif dan serba-guna untuk 
menentukan struktur primer" untuk mengidentifikasi 
modifikasi pascatranslasi, dan untuk mendeteksi kelainan 
metabolik. 

Pengklonan' DNA dan biologi molekular disertai oleh ilmu 
kimia protein merupakan pendekatan gabungan yang sangat 
meningkatkan kecepatan dan efisiensi penentuan struktur 
primer protein 

Genomika—analisis sekuens oligonukleotida keseluruhan 
pada materi genetik lengkap suatu organisme—merupakan 
langkah maju berikutnya 

Algoritme komputer mempermudah kita mengidentifikasi 
open reading frames yang menyandi suatu protein dengan 
menggunakan sebagian sekuens serta penentuan profil massa 
peptida untuk mencari database sekuens. 

Para ilmuwan kini sedang mencoba menentukan sekuens 
primer dan peran fungsional setiap protein yang 
diekspresikan di sel hidup, yang dikenal sebagai proteom-nya 
Tujuan utama adalah identifikasi protein (dan modifikasi 
pascatranslasinya) yang hilang timbulnya berkaitan dengan 
fenomena faali, penuaan, atau penyakit tertentu. 
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Protein: Struktur Ordo Tinggi 


Peter J. Kennelly, PhD & Victor W. Rodwell, PhD 


PERAN BIOMEDIS 


Di alam, bentuk mengikuci fungsi. Agar suatu polipeptida yang 
baru dibentuk dapat matang menjadi protein yang berfungsi secara 
metabolik, 
atau membentuk makromolekul sebagai 


biologis dan mampu mengatalisis suatu reaksi 
menggerakkan sel, 
kerangka yang menentukan intcgritas struktural rambut, tulang, 
tendon, dan gigi, polipeptida tersebut harus mengalami pelipatan 
membentuk susunan tiga-dimensi tertentu, atau konformasi. Selain 
itu, selama pematangan dapat terjadi penambahan gugus kimiawi 
baru atau pengeluaran segmen peptida yang dibutuhkan sementara 
melalui modifikasi pascatranslasi. Defisiensi genetik tersebut atau 
gizi yang mengganggu pematangan protein berefek buruk pada 
kesehatan. Contoh defisiensi genetik adalah penyakit Creutzfeldt- 
Jakob, scrapie, penyakit Alzheimer, dan bovine spongiform 
encephalopathy (“penyakit sapi gila”). Skorbut merupakan contoh 
defisiensi gizi yang mengganggu pematangan protein. 


KONFORMASI VERSUS KONFIGURASI 


Istilah konfigurasi dan konformasi sering membingungkan. 
Konfigurasi merujuk pada hubungan geometrik antara susunan 
tertentu atom-atom, Contohnya, susunan yang membedakan asam L- 
amino dari D-amino. Pertukaran antara berbagai alternatif bentuk- 
bentuk konfigurasi memerlu- kan pemutusan ikatan kovalen. 
Konformasi merujuk pada hubungan spasial setiap atom dalam 
sebuah molekul. Pertukaran bentuk-bentuk konformasi terjadi tanpa 
pemutusan ikatan kovalen, dengan pemeliharaan konfigurasi, dan 


biasanya melalui rotasi di sekitar ikatan-ikatan tunggal. 


PROTEIN PADA AWALNYA 
DDKLASIFDKASDKAN BERDASARKAN 
KARAKTERDSTMK BCASARNYA 


Para ilmuwan semula meneliti hubungan struktur-fungsi dalam 


protein dengan memisahkan protein menjadi kelas- kelas 
berdasarkan sifat, seperti kelarutan, bentuk, atau adanya gugus 


nonprotein. Contohnya, protein yang dapat 
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diekstraksi dari sel dengan menggunakan larutan air pada kekuatan 
ionik dan pH faali diklasifikasik.im sebagai larut. Untuk 
protein membran integral, membran perlu 
dilarutkan dengan detcrgen. Protein globular adalah molekul padat 


mengekstraksi 


yang agak bulat dan memiliki rasio aksial (rasio ukuran terpendek 
terhadap ukuran terpanjang) tidak lebih dari 3. Sebagian besar enzim 
adalah protein globular. Scbaliknya, banyak protein struktural 
mengadopsi konformasi yang sangat memanjang. Berbagai protein 
fibrosa ini memiliki rasio aksial sebcsar 10 atau lebih. 

Lipoprotein dan glikoprotein masing-masing mengandung lipid 
dan karbohidrat yang terikat secara kovalen. Mioglobin, hemoglobin, 
sitokrom, dan banyak metalopro- tein lain mengandung ion I ogam 
yang terikat crat. Kini telah terdapat skema klasifikasi yang lebih 
tcliti berdasarkan kc- miripan atau homologi sekuens asam amino 
dan struktur tiga-dimensi. Namun, banyak istilah klasifikasi lama 
masih tetap digunakan. 


PROTEIN DIBENTUK DENGAN 
MENGGUNAKAN PRINSIP 
MODULAR 


Protein melaksanakan fungsi fisik dan katalitik yang kompleks 
dengan mencmpatkan gugus-gugus kimia tertentu di susunan tiga- 
dimensi yang tepat. Perancah polipeptida (polypeptide scaffold) yang 
mengandung gugus-gugus ini harus mengadopsi konformasi yang 
efisien secara fungsional dan kuat secara fisik. Secara scpintas, 
biosintesis polipeptida yang terdJri dari puluhan ribu atom 
tampaknya merupakan tugas yang sangat sulit. Jika kita memandang 
bahwa sebuah polipeptida biasa dapat mengadopsi »10SH konformasi 
berbeda, maka membentuk lipatan menjadi konformasi yang sesuai 
dengan fungsi biologis agaknya akan jauh lebih sulk. Seperti 
diuraikan di Bab 3 dan 4, pembentukan rantai utama polipeptida 
protein menggunakan sekumpulan kecil building oc s atau mo u , 
asam-asam amino yang disatukan melalui suatu ikatan umum, ikatan 
peptida. jalur modular bertahap menyederhanakan pelipatan dan 


pemrosesan polipeptida yang baru dibentuk menjadi protein matang. 


EMPAT ORDO STRUKTUR PROTEIN 


Sifat modular pada sintesis dan pelipatan protein terdapat dalam 
konsep ordo struktur protein: struktur primer, sekuens asam amino 
dalam suatu rantai polipeptida, struktur sekunder, pelipatan segmcn- 
segmen pendek (3 sampai 30 residu) polipeptida yang berdekatan 
menjadi unit-unit yang tcratur secara geomctris, struktur tersier, 
penyusunan unit struktural sekunder menjadi unit fungsional yang 
lebih besar misalnya polipeptida matang dan domain-domain 
komponennya, dan struktur kuaterner, jumlah dan tipe unit 
polipeptida pada protein oligomcrik dan susunan 


spasial nya. 
STRUKTUR SEKUNDER 


Ikatan Peptida Membatasi Kemungkinan Konformasi 
Sekunder 


Rotasi bebas hanya dapat terjadi mengelilingi dua dari tiga ikatan 
kovalen rantai utama polipeptida: ikatan a-karbon (Ca) ke karbon 
karbonil (Co), dan ikatan Ca ke nitrogen (Gambar 3-4). Karakter 
ikatan-rangkap parsial pada ikatan peptida yang menghubungkan Co 
dengan a-nitrogen mengharuskan karbon karbonil, oksigen karbonil, 
dan a- nitrogen tetap koplanar sehingga rotasi tidak dapat terjadi. 
Sudut yang mengelilingi ikatan Ca—N disebut sudut phi (cl»), dan 
yang mengelilingi ikatan Co—Ca disebut sudut psi (W). Untuk asam 
amino selain glisin, sebagian besar kombinasi sudut phi dan psi 
tidak dapat terjadi sterik (Gambar 5-1). 
Konformasi prolin bahkan lebih terbatas karena tidak adanya rotasi 
bebas pada ikatan 


N—Ca. 
Regio-regio struktur sekunder yang teratur, terbentuk jika 


karena hambatan 


serangkaian residu aminoasil mengadopsi sudut phi dan psi yang 
serupa. Segmcn-segmen panjang polipeptida (mis. lengkung) dapat 
Sudut- yang 
mendefinisikan dua tipe paling umum struktur sekunder, hcliks a (a 


memiliki berbagai sudut tersebut. sudut 
helix) dan lembar P (p sheet), masing- masing termasuk di dalam 
kuadran kiri bawah dan atas pada plot Ramachandran (Gambar 5- 


1). 


Heliks Alfa 

Rantai utama polipeptida pada suatu heliks a berpuntir sama 
besarnya mengelilingi masing-masing karbon a dengan sudut phi 
sekitar -57 derajat dan sudut psi sekitar -47 derajat. Satu putaran 
sempurna heliks mengandung rata-rata 3,6 residu aminoasil, dan 
jarak per putaran (pitch- nya) adalah 0,54 nm (Gambar 5-2). Gugus 
R pada masing- masing residu aminoasil dalam sebuah heliks a 
menghadap keluar (Gambar 5-3). Protein hanya mengandung asam 
L- 
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Gnmbnr 5-1. Plot Ramachandran sudut-sudut phi (O) d.in psi (T) rantai utama 
untuk sekitar 1000 residu non-glisin di 8 protein yang strukturnya diuraikan 
dengan resolusi tinggi. Titik-titik mewakili kombinasi yang dapat terjadi dan 
ruang kosong mewakili kombinasi sudut phi dan psi yang tidak mungkin 
terjadi. (Diproduksi ulang dengan jzin dari Richardson IS: The- analomy and 
taxonomy of protein strut Hires. Adv Protein Chem 1981:34:1C7. Hak cipta (' 


1981. Dicelak ulang dengan i/in 
dari Elsevier.) 


amino, dengan heliks a kinan (right handed) sebagai heliks yang 
lebih stabil, dan hanya heliks a kinan yang terdapat di protein. 


Diagram skematis protein memperlihatkan heliks a 
sebagai silinder. 


Stabilitas suatu heliks a terutama disebabkan oleh ikatan 
hidrogen yang terbentuk antara oksigen pada karbonil ikatan 
peptida dan atom hidrogen pada nitrogen ikatan peptida residu 
keempat di sebelah hilir rantai polipeptida (Gambar 
5- 4). Kemampuan untuk membentuk ikatan hidrogen dalam 
jumlah maksimal, yang diperkuat oleh interaksi van der Waals di 
bagian inti pada struktur yang terkemas rapat ini, merupakan 
kekuatan pendorong termodinamik bagi terbentuknya heliks a. 
Karena nitrogen ikatan peptida pada prolin tidak memiliki sebuah 
atom hidrogen untuk disumbangkan ke ikatan hidrogen, prolin 
hanya dapat diakomodasikan secara stabil pada putaran pertama 
hcliks a. Jika berada di tempat lain, prolin mengganggu konformasi 
heliks. 
menyebabkan penekukan di heliks a. 


Karena ukurannya yang kecil, glisin juga serins, 

Banyak heliks a memiliki gugus R yang dominan hidrofobik 
di salah satu sisi sumbu dan dominan hidrofilik di sisi yang lain. 
Heliks amfifatik ini beradaptasi baik terhadap pembentukan 
pertemuan antara regio polar dan nonpolar, misalnya bagian 
interior protein yang hidrofobik dengan lingkungan airnya. 
Kelompok-kelompok heliks amfifatik dapat menciptakan suatu 


kanal, atau pori yang 
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pitch 0,54-nm 
(3,6 residu) 


Gambar 5-2. Orientasi atom-atom rantai utama pada suatu peptida mengelilingi 
sumbu heliks a. 


memungkinkan molekul polar tertentu menembus membran sel 
hidrofobik. 


Lem bar Beta 


Struktur sekunder reguler kedua (karena itu diberi nama beta”) 
yang dapat dikenali dalam protein adalah lembar p (fi sheet). 
Residu-residu asam amino pada lembar p, jika dilihat dari tepi, 
membentuk pola zigzag atau lipatan dengan gugus R residu-residu 
berdekatan yang mengarah berlawanan. Tidak seperti rantai utama 
pada heliks a yang padat, tulang punggung peptida pada lembar P 
sangat melebar. Tetapi, seperti heliks a, stabilitas lembar P terutama 
disebabkan oleh ikatan hidrogen antara oksigen karbonil dan 
hidrogen amida ikatan peptida. Namun, berbeda dengan heliks a, 
ikatan-ikatan ini terbentuk dengan segmen-segmen lembar P yang 
berdekatan (Gambar 5-5). 

Lembar-lembar P yang saling berinteraksi dapat tersusun 
membentuk lembar P paralel, dengan segmen-segmen rantai 
polipeptida berdekatan yang memiliki arah amino 


Gambar 5-3. Pandangan ke bawah melalui sumbu suatu heliks u. Rantai samping 
(R) terletak di bagian luar heliks. Radius van der Waals atom-atom lebih besar 
daripada yang diperlihatkan di sini, karena itu, di dalam heliks hampir tidak 
terdapat ruang bebas (Sedikit dimodifikasi dan diproduksi ulang, dengan i/in, dari 
Stryer I : Hint hrmistry, 3rd ed. Freeman, 1995. Hak Cipta O 1995 VV.H. 
Freeman and Company.) 


ke karboksil yang sama, atau lembar antiparalel, yang segmen- 
segmen nya tersebut berjalan dalam arah berlawanan (Gambar 5-5). 
Kedua konfigurasi ini memungkinkan terbentuknya jumlah ikatan 
hidrogen yang maksimal antara segmen-segmen, atau untai lembar 
tersebut. Sebagian besar lembar P tidaklah benar-benar datar, tetapi 
cenderung agak terpuntir ke kanan. Kelompok-kelompok untai 
lembar 3 yang terpuntir membentuk inti banyak protein globular 
(Gambar 5-6). Diagram skematis menggambarkan lembar P sebagai 
tanda panah yang menunjukkan arah amino ke terminal karboksil. 


Gelungan & Tekukan 


Sekitar separuh residu pada protein globular ” tipikal” terletak di 
heliks a dan lembar P dan separuh di gelungan (loops), belokan 
(turn), tekukan (bends), dan fitur konformasi tambahan lainnya. 
Belokan dan tekukan merujuk pada segmen pendek asam amino 
yang menyatukan dua unit struktur sekunder, misalnya dua untai 
lembar (3 antiparalel yang berdekatan. Belokan p melibatkan cmpat 
residu aminoasil, yang residu pertamanya berhubungan melalui 
ikatan hidrogen ke residu keempat sehingga terbentuk suatu belokan 
tajam 180 derajat (Gambar 5-7). Prolin dan glisin sering terdapat di 
belokan p. 

Gelungan adalah regio yang mengandung residu melebihi 
jumlah minimal yang diperlukan untuk menghubungkan regio-regio 
yang berdekatan pada struktur sekunder. Gelung- 


Gambar 5-4. Ikatan hidrogen (garis titik-titik) yang terbentuk antara atom H 
dan O menstabilkan suatu polipeptida dalam konformasi a-heliks. (Dicetak 
ulang dengan i/in dari Haggis GH, et al: Introduction to Molecular Biology. 
Wiley, 1964. Dicetak ulang dengan i/in Pearson Education Limited.) 


an yang konformasinya ireguler memiliki peran biologis penting. 
Pada banyak enzim, gelungan yang menjembatani domain-domain 
yang berperan dalam pengikatan substrat sering mengandung 
residu aminoasil yang ikut serta dalam katalisis. Pada protein 
pengikat DNA, misalnya represor dan faktor transkripsi, motif 
heliks-gelungan-heliks membentuk bagian pengikat oligonukleotida. 
Motif struktural, misalnya motif he 1 iks-gelungan-he 1 iks yang 
berada di antara struktur sekunder dan tersier sering dinamai 
struktur supersekunder. Karena terletak di permukaan protein sehingga 
terpajan oleh pelarut, banyak gelungan dan tekukan membentuk 
bagian yang mudah diakses, atau epitop untuk pengenalan dan 
pengikatan antibodi. 

Meskipun tidak memiliki regularitas struktural yang jelas, 
namun gelungan terdapat dalam konformasi spesifik yang 
distabilkan melalui ikatan hidrogen, jembatan garam, dan interaksi 
hidrofobik dengan bagian lain protein. Namun, tidak semua bagian 
protein selalu teratur. Protein dapat mengandung bagian-bagian 
yang ”berantakan”, sering 
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Gambar 5-5. Jarak dan sudut ikatan pada ikatan hidrogen lembar Ji terlipat 
antiparalel dan paralel. Tanda panah menunjukkan arah masing-masing untai. 
Atom a-nitrogen pendonasi hidrogen diperlihatkan sebagai lingkaran berwarna. 
Ikatan hidrogen ditunjukkan dengan garis putus-putus. Agar penyajian jelas, 
gugus R dan hidrogen dihilangkan. Atas: Lembar |3 antiparalel. Pasangan ikatan 
hidrogen berselang-seling antara saling berdekatan dan berjauhan serta 
berorientasi agak tegak lurus terhadap rantai utama polipeptida. Bawah: Lembar 
IS paralel. Ikatan hidrogen berjarak teratur tetapi miring dengan arah berlainan. 


di terminal amino atau karboksil ekstrem dan ditandai oleh 
fleksibilitas konformasi yang tinggi. Pada banyak keadaan, bagian 
yang” berantakan” ini menjadi teratur setelah berikatan dengan 
ligan. Fleksibilitas struktural ini memungkinkan bagian ini bekerja 
sebagai tombol pengendali ligan yang memengaruhi struktur dan 
fungsi protein. 


Struktur Tersier & Kuaterner 


Istilah ”struktur tersier” merujuk pada konformasi tiga- dimensi 
keseluruhan suatu polipeptida. Dalam ruang tiga- dimensi, struktur 
ini menunjukkan bagaimana gambaran struktur sekunder heliks, 
lembaran, tekukan, belokan, dan gelungan tersusun membentuk 
domain dan bagaimana domain-domain ini berhubungan satu sama 
lain dalam ruang. Domain adalah suatu bagian dari struktur protein 
yang mampu melakukan tugas kimia atau fisika tertentu, misalnya 
mengikat substrat atau ligan lain. Domain lain dapat berfungsi 


menghubungkan protein dengan membran atau 
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Gambar 5-6. Contoh struktur tersier protein. Atas: Enzim triosa fosfat isomerase. 
Perhatikan susunan yang elegan dan simetris dari lembar f3 dan heliks a yang 
berselang-seling. (Sumbangan J Richardson.) Bawah: Dua struktur domain dari 
subunit suatu enzim homodimerik, HMG-KOA reduktase kelas II bakteri. Seperti 
ditunjukkan oleh residu bernomor, polipeptida tunggal berawal di domain besar, 
masuk domain kecil, dan berakhir di domain besar. (Sumbangan C Lawrence, V 
Rodwell, clan C Stauffacher, Purdue University.) 


berinteraksi dengan molekul regulatorik yang memodulasi fungsi 
protein tersebut. Suatu polipeptida kecil misalnya triosa fosfat 
isomerase (Gambar 5-6) atau mioglobin (Bab 6) dapat mengandung 
satu domain. Sebaliknya, protein kinase mengandung dua domain. 
Protein kinase mengatalisis pemindahan sebuah gugus fosforil dari 
ATP ke peptida atau protein. Bagian terminal amino pada 
polipeptida, yang kaya 
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Gambar 5-7. Suatu belokan (5 (S-turn) yang menghubungkan dua segmen 
pada lembar p antiparalel. Garis putus-putus menunjukkan ikatan hidrogen antara 
asam amino pertama dan krrmpat pada segmen empat-residu Ala-Gly-Asp-Ser. 


akan lembar (i, mengikat ATP, sementara domain terminal karboksil, 
yang kaya akan heliks a, mengikat peptida atau substrat protein 
(Gambar 5-8). Gugus yang mengatalisis pemindahan fosforil terletak 
di gelungan yang berada di pertemuan kedua domain. 

Pada sebagian kasus, protein tersusun oleh lebih dari satu 
polipeptida, atau protomer. Struktur kuatcrncr menentukan 
komposisi polipeptida pada suatu protein dan, untuk protein 
oligomerik, hubungan spasial antara subunit-subunitnya atau 
protomer-protomernya. Protein monomerik terdiri dari satu rantai 
polipeptida. Protein dimerik mengandung dua rantai polipeptida. 
Homodimer mengandung dua salinan dari rantai polipeptida yang 
sama, sedangkan pada heterodimer polipeptidanya berbeda. 
HurufYunani (ex, (3, y, dst) digunakan untuk membedakan subunit- 
subunit yang berbeda pada suatu protein heterooligomcrik, dan 
subskrip menunjukkan jumlah masing-masing jenis subunit. Sebagai 
contoh, ay menunjukkan protein homotetramerik, dan 
a, P»y adalah suatu protein dengan lima subunit dari tiga tipe 
berbeda. 

Karena bahkan protein kecil mengandung ribuan atom, 
penggambaran struktur protein yang menunjukkan posisi setiap atom 
umumnya terlalu rumit untuk diinterpretasi. Oleh karena itu, diagram 
skematis sederhana digunakan untuk melukiskan fitur-fitur kunci 
pada struktur tersier dan kuaterner protein. Diagram pita (Gambar 5- 
6 dan 5- 8) menelusuri konformasi rantai utama polipeptida, dengan 
silinder dan tanda panah masing-masing menunjukkan regio heliks o. 
dan lembar (3. Pada penggambaran yang lebih sederhana lagi, 
segmen-segmen garis yang menghubungkan 


Gambar 5-8. Struktur domain. Protein kinase mengandung dua domain. 
Domain terminal amino atas mengikat donor fosforil ATP (warna terang). 
Domain terminal karboksil di sebelah bawah diperlihatkan mengikat suatu 
substrat peptida sintetik (warna gelap). 


karbon a menunjukkan jalur rantai utama polipeptida. Diagram 
skematis ini sering mencakup rantai samping asam- asam amino 
tertentu yang menekankan hubungan spesifik antara struktur dan 
fungsi. 


BANYAK FAKTOR YANG MENSTABILKAN 
STRUKTUR TERSIER & KUATERNER 


Ordo-ordo tinggi pada struktur protein distabilkan terutama—dan 
sering secara eksklusif-—oleh interaksi nonkovalen. Hal yang 
utama dari berbagai interaksi tersebut adalah interaksi hidrofobik 
yang mendorong kebanyakan rantai samping asam amino 
hidrofobik ke bagian interior protein yang melindunginya dari air. 

Kontributor signifikan lain adalah ikatan hidrogen dan 
jembatan garam antara karboksilat asam aspartat dan glutamat dan 
rantai samping dengan muatan berlawanan dari residu lisil, arginil, 
dan histidil berproton. Sementara secara individual relatif lemah 
dibandingkan ikatan kovalen 
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tipikal (80-120 kkal/mol), secara kolektif interaksi ini mcnimbulkan 
derajat stabilitas yang tinggi pada konformasi protein yang 
fungsional secara biologis, seperti Velcro fastener yang 
memanfaatkan kekuatan kumulatif banyak simpul dan kait. 

Sebagian protein mengandung ikatan disulfida (S—S) kovalen 
yang menghubungkan gugus-gugus sulfhidril residu sisteinil. 
Pembentukan ikatan disulfida melibatkan oksidasi gugus sulfhidril 
sisteinil dan memerlukan oksigen. Ikatan disulfida intrapolipcptida 
semakin meningkatkan stabilitas konformasi berlipat suatu peptida, 
sementara ikatan disulfida antarpolipeptida menstabilkan struktur 
kuaterner protein oligomerik tertentu. 


STRUKTUR TDGA-DfIMENSIJ DI1 TENTUKAN 
DENGAN KRISTALOGRAFI) SINAR-X ATAU 
SPEKTROSKOPI NMR 


Kristalografi Sinar-X 


Setelah John Kendrew berhasil mcmecahkan misteri struktur tiga- 
dimensi mioglobin pada tahun 1960, kristalograsi sinar-X mulai 
digunakan untuk mengetahui struktur ribuan protein dan banyak 
virus. Agar strukturnya dapat diketahui dengan kristalografi sinar- 
X, suatu protein mula-mula harus diendapkan dalam kondisi yang 
dapat membentuk kristal-kristal besar teratur. Untuk menciptakan 
kondisi yang sesuai, dilakukan percobaan dengan menggunakan 
beberapa mikroliter larutan protein dan suatu matriks variabel 
(suhu, pH, keberadaan garam atau zat terlarut organik misalnya 
polictilen glikol) untuk menciptakan kondisi optimal bagi 
pembentukan kristal. Kristal yang telah diletakkan pada kapiler 
guartz mula-mula diradiasi dengan sinar-X monokromatik dengan 
panjang gelombang sekitar 0,15 nm untuk memastikan bahwa 
kristal tersebut adalah protein bukan garam. Kristal protein 
kemudian dibekukan dalam nitrogen cair untuk pengumpulan data 
beresolusi-tinggi selanjutnya. Pola difraksi yang terbentuk sewaktu 
sinar-X dibiaskan oleh atom dalam perjalanannya direkam pada 
sebuah lempeng fotografik atau ekuivalen komputernya sebagai 
pola titik-titik melingkar dengan intensitas beragam. Data yang 
didapatkan dalam titik-titik ini kemudian dianalisis dengan 
menggunakan pendekatan matematis yang disebut sintesis Fourier 
yang menjumlahkan fungsi gelombang. Amplitudo gelomb ang 
berkaitan dengan intensitas titik, tetapi karena gelombang tidak 
berada dalam fase yang sama, hubungan antara fase-fasenya harus 
ditentukan. Pendekatan tradisional yang dilakukan untuk mengatasi 
”'masalah fase” adalah dengan menggunakan isomoiphons 
displacement. Sebelum iradiasi ke dalam kristal dimasukkan atom 
dengan karakteristik sinar-X tertentu di posisi-posisi tertentu di 
struktur primer protein. 


